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 La metamorfosi se sol definir com el conjunt de canvis morfològics i fisiològics que
experimentendeterminatsanimalsdesquesurtendel’oufinsqueassoleixenl’estadiadult.En
elsinsecteslametamorfosirequereixdelacoordinaciódelsdiversosprocessosdemortcellular








avenç remarcable en l’estudi del medi natural, durant el Renaixement es tornà a recuperar
l’interèsperaquestatransformació.Aixíapareguéelprimertreballdedicatalametamorfosidels
insectes, Metamorphosis Naturalis (1662), del pintor i naturalista Jan Goedart, que va ser el
primerenutilitzareltermemetamorfosi.DurantlamateixaèpocaJanSwammerdamtambéva
contribuir a ampliar aquests coneixements gràcies a l’Historia InsectorumGeneralis (1669) i la
seva obra pòstumaBibliaNaturae (17371738). En els seus treballs Swammerdam descrivia el
que avui es coneix com a metamorfosi completa, després d’observar que molts insectes
desenvolupaven les ales sota la cutícula larvària, mentre creixien, i que tenien una fase
quiescent abans de passar a la fase adulta. També destacable fou l’aportació de Maria Sibylla
Merian, amb l’obra Metamorphosis Insectorum Surinamiensis (1705), o la de RenéAntoine
FerchaultdeRéamur,queenlesMémoirespourserviràl’histoiredesinsectes(17341742)va
descriure el comportament i el cicle de vida de molts insectes. Més tard, durant el segle XIX
aparegueren diversos manuals d’entomologia que contribuïren a augmentar els coneixements











theOriginandMetamorphosesof Insects (1874),onperprimeravegada s’analitzava l’origen i
l’evolució de la metamorfosi dels insectes, i es plantejaven grans interrogants sobre l’encaix




gràcies al descobriment de l’hormona antimetamòrfica per part de Vincent B. Wigglesworth
(1930), al descobriment de l’hormona de la muda per part de Karl Butenandt i Peter Karlson





ametàbols,hemimetàbols iholometàbols.Elsprimers insectesquevanaparèixera la terra, fa
almenys 400 milions d’anys, eren ametàbols (metamorfosi simple). Actualment només dos
ordres representen aquest grup: Archaeognatha i Zygentomea (peixets de plata) (figura 1.1)
(GrimaldiandEngel,2005).Elsinsectesametàbolsescaracteritzenpelfetqueelsindividusque
eclosionende l’ousónmorfològicament igualsalsadults ivancreixental llargde lesdiferents
mudes. Un cop assolida la maduresa sexual segueixen mudant i augmentant de mida, i no
presentenalesencapdelsestadisdelseudesenvolupament(figura1.2).
Els fòssils més antics que s’han trobat dels primers insectes alats daten de fa uns 350
milions d’anys (Paleozoic) i pertanyen a individus que seguien una estratègia hemimetàbola




degenitàlia iales funcionals (figura1.2).Lesalesesdesenvolupenprogressivamentdurantels
successius estadis nimfals dins una mena d’estoigs anomenats wing pads. Paneroles, grills i
xinxes són alguns dels insectes més comuns que segueixen aquesta estratègia metamòrfica.
També s’agrupen dins els hemimetàbols algunes espècies que inclouen en el seu
desenvolupament entre un i tres estadis quiescents, com és el cas d’alguns tisanòpters
(Thysanoptera). A aquest tipus de desenvolupament se l’ha anomenat neometàbol, i s’ha
especulat amb la possibilitat que fos un pas intermedi entre hemimetàbols i holometàbols
(figura1.2)(Minakuchietal.,2011;Sehnaletal.,1996).Unaltresubgrupdinsdelshemimetàbols
éseldelsprometàbols,que inclou l’ordreEphemeroptera ique es caracteritzapel fet que les
nimfesdedarrerestadinimfaljatenenalesfuncionals,totiquenosóncapacesdereproduirse
finsquetélloclamudaadulta(figura1.2)(Sehnaletal.,1996).
La gran majoria de les espècies d’insectes (aproximadament el 80 %) presenten, però,
unametamorfosicompleta:sónelsholometàbols.Aquests formenungrupmonofilèticqueva
aparèixer a partir d’ancestres hemimetàbols fa uns 300 milions d’anys (Kristensen, 1999;
Wheeler, 2001). Es caracteritzen per tenir unes formes juvenils, les larves, que són
morfològicamentmoltdiferentsdelsadults.Durantl’estadilarvaritéllocelcreixementi,uncop
completat, es forma l’adult a partir d’un estadi quiescent anomenat pupa, on té lloc la
metamorfosi (figura 1.2). Els ordres més destacats que presenten aquesta estratègia





Figura 1.2. Estratègies metamòrfiques dels insectes. Principals tipus de metamorfosi en els insectes:
ametàbol, hemimetàbol (amb els subtipus prometàbol i neometàbol) i holometàbol. Els requadres
vermells emmarquen l’estadi adult. En els ametàbols, el requadre obert indica que segueixen mudant







dels depredadors i trobar nous aliments. Però les formes juvenils i adultes d’aquests primers
insectes alats (hemimetàbols) seguien compartint el mateix hàbitat i els mateixos recursos
alimentaris. En canvi l’aparició de la metamorfosi completa, amb formes larvàries
morfològicamentmoltdiferentsdelesadultes,vapermetrequeexplotessinrecursosdiferents,
evitantaixílacompetènciaentreelsperíodesdecreixementireproducció.Lamaneracomesva
passar dels dos estadis del desenvolupament hemimetàbol (nimfa i adult) als tres estadis de
l’holometàbol (larva,pupa iadult)haestatobjectedecontrovèrsiadesde l’inicide l’estudide
l’evolució de la metamorfosi. Les teories que s’han proposat per donar explicació a aquesta
incògnita s’agrupenbàsicamentendos tipusdepensaments:d’unabanda,elsqueconsideren
les fases larvàries dels holometàbols com estadis equivalents a les fases nimfals dels









formulada per Éraste Poyarkoff (Poyarkoff, 1914) i posteriorment desenvolupada per Howard
Hinton (Hinton, 1963). Segons aquesta teoria, la separació de nínxols entre les formes
immadures i les reproductores d’una mateixa espècie hauria portat a una diferenciació
morfològicaentreaquestsdosestadis,fetquehauriaprovocatl’apariciódelapupacomafase





l’ordre dels Dípters i 8 en el dels Lepidòpters. Això contradeia un dels indicis en els que es
recolzava la teoria de la “desembrionització” de BerleseImms, que defensava que aquestes
pseudopotes eren apèndixs retinguts per la larva després d’eclosionar de l’ou (veure apartat
1.1.3.2).
La teoria que considera les larves dels insectes holometàbols i les nimfes dels
hemimetàbolscomestadisequivalents téencaraavuidiamoltsseguidors.Recentment,Xavier
Belléshaproposatunanovavariantd’aquestateoria,alaqualhaanomenat“hipòtesidelGrand
Tour” (Bellés, 2013). Segons Bellés, la gran innovació dels insectes holometàbols hauria estat
l’augmentdelacapacitatd’evolucionardelanimfa,fetquehauriapermèsqueadquirísformes
moltdiferentsal’adultiestransformésfinalmentenunalarvaholometàbolacapaçd’adaptarse
a nous medis. Aquesta, però, necessitaria tornar a una morfologia adultoide que li permetés
arribar a l’estadi adult, fet que s’hauria resolt amb l’aparició de l’estadi pupal. Aquesta teoria






per l’eclosió precoç de l’embrió va ser William Harvey, al 1651. John Lubbock, al 1883, va
desenvolupar aquesta teoria en el seu llibre On the Origin and Metamorphosis of Insects, on
afirmava que l’embrió dels insectes hemimetàbols passa per totes les fases del seu
desenvolupamentmorfogenèticdinsl’ou,mentrequeenels insectesholometàbols l’eclosióes
produeix abans de completarse el desenvolupament embrionari. A principis del segle XX,
AntonioBerlese (1913) i,posteriorment,AugustusDaniel Imms (1925)vanrefer lahipòteside
Lubbock (Berlese, 1913; Imms, 1937). Segons Berlese, el desenvolupament embrionari
transcorreria a través de tres estadis: el protòpode, on es distingeix la formació del cap i els
apèndix toràcics però l’abdomen està poc diferenciat; el polípode, quan ja s’ha donat la
segmentació abdominal i els apèndix estan perfectament diferenciats; i l’oligòpode, amb els




eclosionarien durant l’estadi protòpode (per exemple en alguns himenòpters endoparàsits) o
oligòpode(perexempleencoleòptersineuròpters),icompletarienlasevamorfogènesidurant
elperíodepupal.Segonsaquestateoria,doncs,l’estadilarvaridelsinsectesholometàbolsseria





entre els diferents estadis del desenvolupament dels insectes hemimetàbols i holometàbols, segons les





Posteriorment es van proposar algunes variacions d’aquesta teoria, com per exemple
l’elaborada el 1940 per H. Henson, que a través dels seus estudis de la metamorfosi del tub




HeslopHarrison els insectes hemimetàbols haurien aparegut a partir de la mobilització de les
faseslarvàriespolípodesd’aquestancestrealprocésd’embriogènesi(“embrionització”),mentre
que els holometàbols haurien sorgit per la compressió dels estadis nimfals en un únic estadi
(pupa)(figura1.3).Mésrecentment,JamesW.TrumaniLynnM.Riddifordhanproposat,basant
seenlateoriadela“desembrionització”deBerlese i Imms,unanovahipòtesisobrel’evolució
de la metamorfosi a partir de la combinació de les dades morfològiques i paleontològiques







molt especialitzat que s’inicia just en el moment del tancament dorsal de l’embrió, i que
precedeix el primer estadi nimfal. En diversos insectes hemimetàbols l’estadi de pronimfa
transcorrecompletamentdins l’ou, ienelmomentde l’eclosió laprimerafasenimfalesdesfà




format a partir de la pronimfa hemimetàbola, considerant aquestes dues fases com a
equivalents. Aquest pas s’hauria donat a partir d’un allargament del període pronimfal, que
hauria adquirit a la vegada la capacitat d’alimentarse en un hàbitat no explotat per les fases
adultes de la seva espècie, fet que li conferiria un avantatge evolutiu enfront dels estadis
nimfals, que sí competeixen amb les formes adultes. Això hauria provocat que la formació de
l’adultesconcentrésalfinaldeldarrerestadipronimfal/larvari,donantllocalapupa(equivalent
als estadis nimfals hemimetàbols) (figura 1.3). L’existència de la pronimfa ha estat, però,
qüestionadaperalgunsestudisposteriors,queapartird’observacionsdelaultraestructuradels
embrionsdediversesespècieshemimetàbolesiholometàboleshanvistquetantenuncascom
en l’altre se sintetitzen tres cutícules durant l’embriogènesi, excepte en els dípters més
modificats, on se’n sintetitzen només dues (Konopová and Zrzavý, 2005). Aquest fet, tot i no
invalidarl’existènciadelapronimfa,hafettrontollarlahipòtesideTrumaniRiddiford.
 A més de la introducció del concepte de pronimfa, la teoria de Truman i Riddiford ha
estatmoltinnovadorapelfetdedonarunaexplicacióendocrinaal’evoluciódelametamorfosi.





entreelsdiversosestadisdeldesenvolupament,mentreque l’HJ regulael caràcterd’aquestes
transicions. Així, tant en les nimfes hemimetàboles com en les larves holometàboles, en
presència d’HJ les transicions donen com a resultat un nou estadi amb les mateixes
característiques morfològiques que l’anterior. En els insectes hemimetàbols, l’absència d’HJ
duranteldarrerestadinimfalpermetqueesdonilametamorfosiielpasal’estadiadult.Dela
mateixamanera,en l’última fase larvàriadelsholometàbolsesprodueixunacaigudad’HJque
possibilita la morfogènesi i formació de la pupa, és a dir, l’inici de la metamorfosi. Aquestes
hormones controlen també el desenvolupament embrionari. En els embrions dels insectes
hemimetàbolsl’HJapareixuncopformadalapronimfa,mentrequeenelsholometàbolsapareix
proporcionalment molt abans (figura 1.4). Així, Truman i Riddiford van postular que
l’avançament de l’aparició de l’HJ durant l’embriogènesi podria haver estat clau en la
transformaciódelapronimfaenlarva.Segonsaquestsautorslapresènciad’HJenelmomentde
la formació de la pronimfa interferiria en la formació del patró morfològic adult i forçaria la
diferenciaciód’estructuresbasadesenunpatróincomplet,donantllocalalarvaholometàbola.
Figura 1.4. Nivells hormonals durant el desenvolupament hemimetàbol i holometàbol. Nivells
d’ecdisteroidesid’hormonajuvenil(HJ)durantelperíodeembrionari(esquerra)ipostembrionari(dreta)
d’uninsectehemimetàbol(Schistocercagregaria,partsuperior)id’unholometàbol(Manducasexta,part
inferior). Les variacions d’ecdisteroides es representen amb una línia negra, mentre que les d’HJ es









per Adolf F. J. Butenandt i Peter Karlson el 1954. Des de llavors s’han anat ampliant els
coneixementssobreel funcionamentd’aquestahormona is’havistquenonoméscontrolaels
processosdemuda imetamorfosi sinóque també téunpaper importantenel creixement, la
morfogènesiilareproducciódelsinsectes(Nijhout,1994).Elprecursordela20E,l’ecdisona,se
sintetitza principalment a la glàndula protoràcica, òrgan endocrí situat en el protòrax dels
insectes, tot i que s’ha vist que també es pot produir en altres teixits com l’epidermis, els
oenòcitsi,sobretot,lesgònades.Precisamentelsòrganssexualssónelsencarregatsdelasíntesi
d’ecdisonadurantl’etapaadulta,pertaldecontrolarprocessosrelacionatsamblareproducció





LaPTTHésunneuropèptidques’expressaenduesneurones localitzadesa les regions
lateralsdelsdoshemisferisdelcervell,lesneuronesprotoracicotròpiques(SiegmundandKorge,
2001).Totiqueesconeixlasevaexistènciadesdel’any1922,quanStefanKopecvademostrar
queelcervellproduïaunfactornecessariper induir lametamorfoside l’arnaLymantriadispar
(lepidòpter), no ha estat fins fa poques dècades que s’ha aconseguit aïllar, en el cuc de seda
Bombyxmori (Kataokaet al.,1991;Kawakamietal.,1990). LaPTTHse sintetitzaen formade
polipèptid precursor que és processat i transportat al llarg dels axons de les neurones
productores(GilbertandWarren,2005).Laproteïnamaduraresultantadquireixunaestructura
terciària a partir de tres ponts disulfur que li permet formar homodímers a través d’un enllaç
cisteïnacisteïna (Marchal et al., 2010; Zhang and Denlinger, 2011). En els lepidòpters la PTTH
s’emmagatzema al complex format pels Corpora cardiaca (CC) i Corpora allata (CA), des d’on
s’allibera en determinats moments del desenvolupament per induir la síntesi i secreció
d’ecdisona en la glàndula protoràcica de larves i pupes. L’ecdisona, per la seva banda, serà







transmissió del senyal del pes crític (pes mínim que ha d’haver assolit una larva per iniciar la
metamorfosi), juntamentambaltresviescom lade la insulina/IGF (MirthandRiddiford,2007;













Figura 1.5. Control de la síntesi d’ecdisona en la glàndula protoràcica de Drosophila melanogaster.
Diferentsfactorsiviesdesenyalitzacióqueregulenl’ecdisteroidogènesienlaglàndulaprotoràcicadeD.




Un cop secretada, la PTTH s’uneix a un receptor quinasa de tirosines situat a la
membrana de les cèllules de la glàndula protoràcica, anomenat Torso (Rewitz et al., 2009).














 El substrat inicial de l’ecdisteroidogènesi és el colesterol, que els insectes necessiten
incorporarapartirdeladietajaquenosóncapaçosdesintetitzarlodenovo.Abansd’iniciarse
la biosíntesi d’ecdisona cal, doncs, la introducció del colesterol a les cèllules de la glàndula
protoràcica,queesprodueixa travésdetransportadorsdecolesterol,principalmentmembres




diketol. El nombre de reaccions i els enzims responsables d’aquestes transformacions es
desconeixen i conformen l’anomenada “caixa negra” de l’ecdisteroidogènesi. Un component
potencial d’aquesta “caixa negra” són els paràlegs spook i spookier, que codifiquen per
citocromsP450hidroxilasespertanyentsalafamíliadelsgens“Halloween”.spooks’expressaen
l’embrió i les cèllules folliculars de l’ovari de D. melanogaster i la seva absència impedeix la
progressió de l’embrió. spookier, en canvi, s’expressa en la glàndula protoràcica de la larva
(Namikietal.,2005;Onoetal.,2006).Totiqueescreuqueambdósrealitzenlamateixafunció
en diferents moment del desenvolupament de moment no es coneix quina reacció concreta
catalitzen(figura1.6).Unaltrepossiblecomponentde la“caixanegra”és l’enzimcodificatpel
gen nonmolting glossy (nmg)/shroud (sro), que pertany a la família de les proteïnes
deshidrogenases/reductasesdecadenacurta(SDR),iqueésimprescindibleperquètinguillocla
transformació de 7dehidrocolesterol a 5ketodiol (figura 1.6) (Niwa et al., 2010). Les tres
darreresreaccionsdel’ecdisteroidogènesiqueesdonenalaglàndulaprotoràcica,iquesónles
responsablesdelatransformaciódel5ketodiolenecdisona,estancatalitzadespercitocroms
P450 codificats per gens pertanyents a la família dels “Halloween”. La primera d’aquestes
reaccionsestàcontroladaperphantom itransformael5ketodiolen5ketotriol(Niwaetal.,
2004; Warren et al., 2004). Tot seguit, aquest és transformat a 2deoxiecdisona per una 22
hidroxilasa codificada pel gen disembodied (Chávez et al., 2000; Warren et al., 2002), que
finalmentpassaaecdisonaperl’acciódeshadow(Warrenetal.,2002).L’ecdisonas’alliberaràa
l’hemolimfaigràciesal’acciód’unaltrecitocromP450,shade,seràtransformadaenelsteixits















seva inactivació. Així, s’ha vist que el gen Cyp18a1, que codifica per una 26hidroxilasa que





deriven de la seva presència va ser descrit per primera vegada per Michael Ashburner l’any
1973. Mitjançant una sèrie d’experiments amb incubacions de cromosomes politènics de D.
melanogaster Ashburner va proposar un model d’acció de la 20E basat en l’existència d’una
jerarquia de factors de transcripció, que amb els anys s’ha anomenat “model d’Ashburner”
(Ashburner,1973;Ashburneretal.,1974).D’acordambaquestmodel, launiódela20Ealseu




 Aquest model va ser confirmat anys després gràcies als treballs desenvolupats pels
laboratoris de David Hogness i Ronald Evans. Utilitzant D. melanogaster com a model
experimental, aquests investigadors van demostrar que el receptor funcional de la 20E és
l’heterodímer format pel receptor d’ecdisona (EcR), que s’encarrega d’unir l’hormona, i
ultraespiracle(USP),quemodulalacapacitattranscripcionald’EcR(Koelleetal.,1991;Oroetal.,
1990).Ambduesproteïnespertanyenalafamíliadelsreceptorsnuclears,unafamíliadefactors
de transcripció dependents de lligand. L’heterodímer EcRUSP, un cop unida la 20E, indueix
l’expressió d’un cert nombre de gens primerencs, entre ells Broad (Br), E74, Eip93 (E93) i els
receptorsnuclearsE75,HR3,HR4,HR39,E78 iFtzF1 (Thummel,1996).Sónaquestsfactorsde





lligand (LBD) que els permet unir determinades molècules que regulen la seva capacitat de
control de la transcripció (Glass and Rosenfeld, 2000). A més, s’han identificat una sèrie de



















20E en diversos teixits, com la glàndula salival i el tracte digestiu (Baehrecke and Thummel,
1995;Leeetal.,2000).Inicialmentesvadescriureenaquestdíptercomunfactorproapoptòtic
responsablede la transmissiódel senyalde la20Eenelprocésdedegeneracióde laglàndula
salival,promoventl’expressiódegensinductorsdemortcomreaperiheadinvolutiondefective





2001), i en el nematode Caenorhabditis elegans, on se l’ha anomenat Mblk1related factor
(MBR1) i s’ha vist que controla l’eliminació de l’excés de neurites per tal de permetre la
remodelaciódelscircuitsneuronalsduranteldesenvolupamentlarvari(Kageetal.,2005).
Recentment, però, s’ha descrit E93 com un factor que controla l’especificitat gènica
durantlametamorfosideD.melanogasterenunsentitmésampli(Mouetal.,2012).Així,s’ha
vistqueE93nonoméscontrolaladegeneraciódelaglàndulasalivalsinóquetambéésnecessari
pel correcte desenvolupament del patró adult de la mosca. Centrantse en la formació d’una
estructura adulta, les bràctees de les potes, s’ha descrit E93 com el factor que determina la





Juntament amb la 20E, l’altra hormona encarregada de la regulació del
desenvolupament dels insectes és l’HJ, que té dues funcions bàsiques: mantenir els teixits en
estat premetamòrfic durant el desenvolupament postembrionari i regular els principals
processos associats a la reproducció durant l’edat adulta, com la vitellogènesi i el
desenvolupamentdelsovaris.Amés,tambécontrolaaltresaspectesdeldesenvolupamentdels
insectes com ara el polifenisme i la diferenciació de castes, el comportament sexual i la
producciódeferomones(Nijhout,1994;Raikheletal.,2005).
L’HJ és una molècula d’origen sesquiterpènic que se sintetitza en els CA, un parell de
glàndulesneuroendocrinessituadesalapartposteriordelcervell.Ésexclusivadelsinsectes,toti
queelseuprecursor,elmetilfarnesoat(MF),tambés’hatrobatenalgunscrustacisoncontrolala
reproducció (Nagaraju, 2011). La seva forma més comuna és l’HJ III, que es troba en tots els
ordresd’insectes,desdelsametàbolsmésprimitiusfinsalsdíptersmésevolucionats,excepteen
els hemípters, on els CA secreten una forma modificada de l’HJ III anomenada Sbisepòxid




en canvi, també secreta HJ III (Goodman and Cusson, 2012). A la figura 1.8 es mostren les












les principals hormones juvenils (HJs) presents en els insectes, així com del metoprè, anàleg sintètic
d’aquesta hormona. Abreviacions: HJB3, HJ bisepòxid; HJSB3, HJ Sbisepòxid. Adaptat de Jindra et al.
(2013).
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en la síntesi d’HJ a partir del farnesil difosfat produït en la via del mevalonat (figura 1.9). El
substrat inicial de la via del mevalonat és l’acetilCoA, que es condensa en 3hidroximetil3
glutarilCoA(HMGCoA).Aquestamolèculaesredueixperformarmevalonat,queposteriorment
és fosforilat i convertit en isopentenil difosfat (IPP). Finalment, el farnesil difosfat es produeix
per la condensació de tres molècules isoprenoides (figura 1.9). Aquesta via metabòlica està
presentenanimalsiplantes,iésnecessàriaperalasíntesidediversoscompostosisoprenodies,
entre ells el colesterol. Els insectes, però, no són capaços de sintetitzar colesterol, ja que no
tenendosdelsenzimsnecessarisperadurhoa terme, l’escualèsintasa i la lanosterol sintasa








es dóna la metilació per formar l’HJ III (figura 1.9). L’HJ I i l’HJ II s’obtenen a partir de la
incorporaciódediferentsgrupsmetil(GoodmanandCusson,2012).
La regulació de la biosíntesi de l’HJ en els CA és un procés molt complex en el que
intervenen diversos factors, com ara: neuropèptids inhibidors (allatostatines) i estimuladors
(allatotropines), neurotransmissors, la 20E o la mateixa HJ (Goodman and Granger, 2005).
Recentment també s’ha vist que tant el receptor d’insulina (InR) com la via morfogenètica de
TGF/Dpp són necessaris per l’expressió en els CA de l’hidroximetil3glutarilCoA reductasa












CoA sintasa; HMGR, hidroximetilglutarilCoA reductasa; MevK, mevalonat quinasa; MevPK,
fosfomevalonat quinasa; MevPPD, difosfomevalonat decarboxilasa; IPPI, isopentenil difosfat isomerasa;
FPPS, farnesil difosfat sintasa; FP, farnesil fosfatasa; FDH, farnesol deshidrogenasa; FaDH, farnesal




El primer en descriure l’efecte de l’HJ va ser Vincent B. Wigglesworth a la dècada del
1930, gràcies als seus experiments de parabiosi. Wigglesworth, buscant factors hormonals
reguladorsdelametamorfosi,vaconnectarmitjançantuncapillarunanimfad’últimafasedela
xinxaRhodniusprolixusambunanimfad’unafasemésjove,ivaveurequelanimfad’últimafase
mudava a adult retenint nombrosos caràcters nimfals. Aquest fet suggeria l’existència d’un
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Actualment l’HJ està descrita com l’encarregada de determinar la naturalesa de les
mudesque indueix la20E.Així, lapresènciad’HJ faque lamudaesprodueixiaunnouestadi
immadur(nimfalenelshemimetàbolsilarvarienelsholometàbols).Percontra,duranteldarrer
estadi nimfal/larvari dels insectes l’absència d’HJ permet que la 20E indueixi la metamorfosi
(figura1.4)(Nijhout,1994;Riddiford,2012).Aquestadisminuciódelsnivellsd’HJesprodueixper
undoblemotiu:esdeixadesintetitzarl’hormonai,alhora,esdónaunaugmentdelcatabolisme
de l’HJ, promogut per l’acció de diverses esterases en l’hemolimfa i d’epoxihidrolases en els
teixits(GoodmanandCusson,2012;RoeandVenkatesh,1990).Excepteenelsdípterssuperiors,
eltractamentambHJ(oalgundelsseusanàlegs)duranteldarrerestadinimfal/larvariprovocala
formació d’una nimfa/larva supernumerària (Konopova et al., 2011; Parthasarathy and Palli,
2009).D’altrabanda,l’eliminaciódel’HJdurantunestadilarvariprevialdarrerindueixl’inicide
la metamorfosi de manera prematura (Minakuchi et al., 2008b; Tan et al., 2005). En
holometàbols,amés, l’aplicaciód’HJdurant lapuparesultaenunarepeticióde l’estadipupal.
Aquestefecteesconeixcoml’acció“statusquo”del’HJ(Jindraetal.,2013).Enelsdípterscom









l’HJ impedeix la metamorfosi no es coneix en profunditat. Malgrat això, en els darrers anys




Methoprenetolerant (Met) és una proteïna de la família basichelixloophelix




s’esperava en absència del receptor de l’HJ. Més tard s’ha pogut comprovar que el llinatge
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drosofílid conté un paràleg de Met, anomenat germcell expressed (gce), i que l’absència
simultàniad’ambdósgensprovocaletalitatdurantlaprepupa(Abdouetal.,2011;Baumannet
al., 2010). Tot i això, en els mutants dobles de Met i gce de D. melanogaster no s’observa el
fenotipcaracterísticd’absènciad’HJ,ésadir,unavançamentenl’inicidelametamorfosi.
Peraquestmotiu,nohaestat finsalsdarrersanysque s’haaconseguit confirmarMet
comelreceptordel’HJ.Utilitzantaproximacionsbioquímiques,s’havistqueMetéscapaçd’unir
HJIIIielsseusdiferentsanàlegs,is’hanpogutdescriureelsaminoàcidsessencialsperaaquesta
unió (Charlesetal.,2011;Miuraetal.,2005).D’altrabanda,apartird’anàlisis funcionals s’ha
comprovatqueenl’holometàbolT.castaneumienl’hemimetàbolPyrrhocorisapterus,insectes
quenotenenelparàleggce,l’absènciadeMetprovocal’iniciprematurdelametamorfosiabans
d’arribar al darrer estadi larvari/nimfal (Konopova and Jindra, 2007; Konopova et al., 2011),
fenotipsmolt semblantsalsobtingutsquans’elimina la síntesid’HJenaquestmateixmoment
del desenvolupament (Minakuchi et al., 2008b; Tan et al., 2005; Wigglesworth, 1947). A més,
s’ha comprovat que Met és necessari per induir la formació d’un segon estadi pupal quan
s’aplica HJ o algun dels seus anàlegs durant la pupa de T. castaneum (Konopova and Jindra,
2007;Minakuchietal.,2009).
TotiquesónmolteslesincògnitessobreelfuncionamentdeMetenlatransducciódel
senyal de l’HJ, els descobriments recents han permès elaborar un model que explica com es
dóna l’activació d’aquesta via (figura 1.10). Segons aquest model, en presència d’HJ Met




un element de resposta a HJ (JHRE) present en el promotor d’alguns gens de la via de
senyalització de l’HJ, com early tripsin (ET) i Krüppel homolog 1 (Krh1), promoventne la
transcripció(figura1.10)(Kayukawaetal.,2012;Lietal.,2011;Zhangetal.,2011).Enabsència
d’HJ, en canvi, Met forma homodímers (MetMet), o heterodimeritza amb el seu paràleg Gce
(MetGce)enD.melanogaster, inoactiva la transcripciódelsgensde laviadetransduccióde
l’HJ (Godlewski et al., 2006). D’altra banda, s’ha vist que en D. melanogaster Met també pot
interaccionarambEcR,USPiFtzF1(BernardoandDubrovsky,2012;BitraandPalli,2009).Toti
que no es coneixen les conseqüències funcionals d’aquestes interaccions, podrien representar






tant en insectes holometàbols com hemimetàbols (Konopova et al., 2011; Lozano and Belles,












element de resposta (JHRE) del promotor de Krh1 de Bombyx mori. Aquest JHRE conté una
seqüència Ebox canònica (GGCCTCCACGTG) on s’uneix HJMetSRC (Kayukawa et al., 2012;
Zhangetal.,2011).Enelsinsectesholometàbols,Krh1s’expressacontínuamentfinsal’inicide
la darrera fase larvària, moment en el qual els seus nivells disminueixen considerablement.
Durantlaprepupa, l’expressiódeKrh1esreindueixdeformaparallelaal’incrementd’HJ,per
tornaracaureuncopformadalapupa(Minakuchietal.,2009).EnT.castaneums’hademostrat
queKrh1ésel responsablede transmetre el senyalantimetamòrficde l’HJdurantels estadis
larvaris, i de la formació d’un segon estadi pupal quan es tracta la pupa amb HJ ectòpica










Broad (Br), també conegut en D. melanogaster com Broadcomplex, és un factor de
transcripcióque formapartde la famíliaBricábracTramtrackBroad (BTB)/PoxvirusandZinc








l’estadi pupal (Hiruma and Riddiford, 2010; Konopova and Jindra, 2008; Suzuki et al., 2008).
Aquestaexpressiódepènde l’absènciad’HJ ideKrh1,ques’encarreguend’impedir l’activació
de Br abans d’assolir la darrera fase larvària (figura 1.10) (Riddiford et al., 2003; Zhou et al.,
1998).D’altrabanda,eltractamentambHJdurantlapupaimpedeixlacaigudadelsnivellsdeBr
durant aquest estadi, i provoca la formació d’una segona cutícula pupal en T. castaneum,
ManducasextaiD.melanogaster(KonopovaandJindra,2008;ZhouandRiddiford,2002).Enels
insectes hemimetàbols Br s’expressa des de l’embriogènesi fins a l’entrada al darrer estadi
nimfal,momentenelqueelsseusnivellsdisminueixen.EnOncopeltusfasciatus iB.germanica











l’ordre Blattodea, que juntament amb els ordres Mantodea (pregadéus) i Isoptera (tèrmits)
conformenelsuperordreDictyoptera(figura1.1).Actualmentexisteixenunes4000espèciesde
paneroles, entre elles les tres espècies responsables de la majoria de plagues urbanes en el
nostrepaís,lapanerolaamericanaPeriplanetaamericana,lapanerolaorientalBlattaorientalisi
la panerola alemanya B. germanica. Aquesta darrera és una de les espècies de panerola més
utilitzades en laboratoris d’investigació, degut a la seva mida reduïda i ràpid cicle vital. No
obstant, presenta dos inconvenients importants: no s’ha aconseguit modificar genèticament i
encara no se n’ha seqüenciat el genoma. Malgrat això, l’adaptació de la tècnica de l’RNA
d’interferència invivo,quefuncionaambmoltaefectivitatireproductibilitatenaquestinsecte,









panerola dura 17 dies. Els ous es desenvolupen dins un estoig, l’ooteca, que la femella
transporta a la part posterior de l’abdomen fins al moment de l’eclosió de la nimfa. El
desenvolupamentnimfalesprodueixatravésde6estadisseparatsper lesdiferentsmudes.El
primer estadi nimfal dura aproximadament dos dies i els següents es van allargant
progressivament.Elpenúltimdura6diesieldarrer8.Ésenaquestúltimestadinimfalenelque
tenen lloc les transformacions metamòrfiques que donaran lloc a l’individu adult. Durant els
primers dies de l’etapa adulta es produeix la maduració dels òrgans necessaris per la
reproducció.Enelsmasclesaquestaduraaproximadament10dies,durantelsqualsmadurenles
glàndules conglobades, les glàndules accessòries i els testicles. Per la seva part, les femelles
inicienelciclegonadotròfic,quedura7diesenelsquetenenlloclavitellogènesiilamaduració
delsoòcitsbasalsidelesglàndulescolaterals.Alfinaldelciclegonadotròficesdónal’ovulaciói



















(B) i l’adult (C).AN6 les tegmines i lesaleses trobendinselswingpads toràcics, ienelsadults surten
d’aquests estoigs i es despleguen, ocupant tota la part dorsal de l’abdomen de la panerola. (D) Cercs
nimfals iadults. (EG) Immunodetecciód’actinaenales4,6 i8diesdesprésde lamudaa l’últimestadi
nimfal.S’observenelscanvismorfològicsdelescèllulesalars,quepermetranl’incrementsignificatiudela
superfície alar després de la muda imaginal. Aquestes cèllules passen de ser hexagonals (E), a una
morfologiaescamosa(F) i,finalment,estrellada(G).(HK)Degeneraciódelaglàndulaprotoràcica.Tinció
DAPI de la glàndula d’un individu N6 (H) i d’un adult  de 5 dies després de la muda imaginal (I). (JK)
MarcatgeTUNEL(querevelaelsnuclisdelescèllulesques’estanmorint)ennimfesdedia7(N6d7),abans










imaginal, s’endureixen, es pigmenten i ocupen tota la superfície dorsal de l’abdomen. La seva
funcióésprotegir lesalesmetatoràciques,membranoses iambfunció locomotora,quetambé
augmentenconsiderablement lasevasuperfíciedesprésde lamuda imaginal (figura1.11BC).







és negra i en els individus adults passa a ser de color marró (figura 1.11 A). A més, les dues
franges amples de color negre en la zona del pronot de les nimfes es redueixen
considerablement en els adults. També els cercs, estructures sensorials situades a la part
posterior de l’abdomen, presenten un canvi de morfologia, passant de ser curts i
fonamentalmentnegresasermoltmésallargats,decoloraciómésclaraiambunasegmentació
més acusada (figura 1.11 D). Un altre dels canvis metamòrfics presents a B. germanica és la




al., 2010). Finalment, les cèllules dels CA també canvien el seu programa genètic i deixen de




 En B.germanica els nivells de 20E i HJ han estat caracteritzats tant en l’embriogènesi
com durant els dos últims estadis nimfals i el primer cicle gonadotròfic. Durant el
desenvolupament embrionari es produeixen dos pics marcats de 20E, un de petit a dia 6 en
absènciad’HJ iundemajoradia13,queesdónaenpresènciad’altsnivellsd’HJ(Cruz,2005).
D’altra banda, al final de cadascun dels dos últims estadis nimfals també es produeix un pic
accentuatde20E. En el cinquèestadi aquestpic esdónaenpresènciad’HJ i indueixelpasal
darrerestadinimfal,onelpicde20Eenabsènciatotald’HJpermetl’inicidelametamorfosiila
mudaimaginal(figura1.12)(Cruzetal.,2003;Treiblmayretal.,2006).Finalment,durantl’estadi
adult la 20E presenta uns nivells molt baixos, que augmenten lleugerament al llarg del cicle
gonadotròficdeguta laproduccióqueesdónaalsovaris.Elsnivellsd’HJ,encanvi,augmenten
dràsticament, arribant a ser quatre vegades més alts que els presents durant el cinquè estadi
nimfal(Cruzetal.,2003;Treiblmayretal.,2006).
 Els receptors nuclears que conformen la cascada de resposta a la 20E que indueix la
transicióadultaen lapanerolaB.germanica s’hancaracteritzatdurantelsdarrersanys, tanta
nivellfuncionalcomanivelld’expressióiregulació.Així,s’hacomprovatqueelsdoscomponents
de l’heterodímerreceptorde la20E,BgEcR iBgRXR,sónnecessarisper lamuda imaginal iper
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l’activació dels gens primerencs (Cruz et al., 2006; Maestro et al., 2005; Martín et al., 2006).
D’entre aquests, les diferents isoformes de BgE75, BgHR3 i BgHR4 conformen un complex
entramat d’induccions i repressions destinades a regular correctament l’activació de BgFtzF1,





Menys explorada ha estat la via de transducció de l’HJ de B. germanica, malgrat que
recentment s’han caracteritzat dos dels factors de transcripció que en formen part i que són
importantsperalacorrectaregulaciódelametamorfosi:BgKrh1iBgBr.BgKrh1,talicoms’ha
descrit en apartats anteriors, s’indueix per HJ i s’expressa constantment durant el període
nimfal, fins que els seus nivells cauen a l’inici de l’última fase nimfal (figura 1.12). L’estudi
funcional de BgKrh1 ha demostrat que la seva absència provoca la metamorfosi prematura












1.5 Tribolium castaneum COM A MODEL DE METAMORFOSI
HOLOMETÀBOLABASAL




de diversos tipus de cereals, però no es coneix quin era el seu nínxol ecològic abans de la
introducció de l’agricultura. Pel fet de presentar un model de desenvolupament holometàbol
basal(pocmodificat)selaconsideraunaespèciemoltrepresentativadelaclasseInsecta,iper
tant ideal per l’estudi de l’evolució del desenvolupament (evodevo), de la metamorfosi
completa i del pas de l’estratègia hemimetàbola a l’holometàbola. A més, aquest escarabat
presentaunafacilitatdecultiuieficàciareproductoraqueafavoreixenelseuúsenellaboratori.
A tot això s’hi ha de sumar el fet que el seu genoma està seqüenciat, i que es pot manipular
genèticament, tantdemanerapermanent (generaciódemutants,utilitzaciódel sistemaGal4
UAS)comtransitòria(RNAd’interferènciasistèmic),característiquesquefandeT.castaneumun




 A diferència de la resta d’insectes holometàbols, els coleòpters (excepte algunes
espècies)presentenundesenvolupamentembrionariambbandagerminalcurta,característica
ancestral que presenten també els insectes hemimetàbols. Aquest tipus de desenvolupament
embrionari es caracteritza per la formació d’una banda germinal on inicialment només estan
especificatselssegmentscefàlicsitoràcics,mentrequeelssegmentsabdominalsesvanformant
progressivament, d’anterior a posterior, a partir d’una zona de proliferació situada a l’extrem
posteriordelabanda(Schröderetal.,2008).Larestad’insectesholometàbols,encanvi,tenen
undesenvolupamentembrionaricaracteritzatper la formaciód’unabandagerminal llargaque
ocupa lamajorpartdelvolumde l’ou, ien laque totsels segmentsdel cos s’especifiquende
manera simultània. El desenvolupament embrionari de T. castaneum, en unes condicions de
temperatura de 30°C i una humitat del 40%, dura entre 3 i 4 dies. Durant aquest període es
formentambéelsapèndixlarvaris(antenes,pecesbucalsipotes)apartirdel’evaginació,enel
segment corresponent, d’una monocapa epitelial (Schröder et al., 2008). Un cop la larva
eclosionadel’ous’iniciaelperíodedecreixement,ques’allargaduranttoteldesenvolupament
larvari,formatperentresetivuitestadis.Durantl’últimafaselarvàriaesprodueixuncanvienel




dels teixits imaginals es formen a partir de primordis, que durant els estadis larvaris
contribueixen a la formació de les estructures larvàries. Un cop iniciada la prepupa aquests
primordis proliferen i canvien la seva conformació cellular, formant les estructures pupals.
Aquestes, al seu torn, s’acabaran de diferenciar durant l’estadi de pupa per donar lloc a
l’individu adult. Un exemple d’aquest procés és la remodelació del tracte digestiu de T.
castaneum, que consisteix en la formació de l’estructura adulta a partir de grups de cèllules
progenitores(AMP,adultmidgutprogenitors)almateixtempsqueesdónaladegeneraciódels
enteròcitslarvaris(ZengandHou,2012).Totsaquestscanvisfanquelesestructuresqueformen
part de cadascun dels tres estadis (larva, pupa i adult) tinguin morfologies diferents. Així, els
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apèndix larvaris presenten un grau de pigmentació i segmentació particular, i l’abdomen es












metamorfosi, i aixòha fetquese’ncaracteritzessinelsnivellsde20Eduranteldarrerperíode
larvari i la pupa (Parthasarathy et al., 2008). Durant l’últim estadi larvari, aquesta hormona






 Tot i que els nivells d’HJ no s’han caracteritzat en aquest insecte, la seva funció en el
control de la metamorfosi s’ha estudiat a bastament. Així, s’ha pogut confirmar que l’HJ és la
responsable de mantenir les larves de T. castaneum en estat premetamòrfic, ja que el




dos estadis abans del normal (Minakuchi et al., 2008b). Tal i com s’ha descrit en apartats
anteriors, aquest coleòpter també ha permès la caracterització funcional del receptor de l’HJ






en aquesta espècie també han permès descriure Krh1 com un dels factors que transmet el
senyal antimetamòrfic de l’HJ, impedint la metamorfosi prematura durant els últims estadis
larvaris(Minakuchietal.,2009).D’altrabanda,enaquestmodeltambés’hadescritTcBrcomel







Així, els estudis realitzats durant els darrers anys al voltant de la metamorfosi de T.
castaneumhanpermèsaprofundirenelconeixementdelsmecanismesmolecularsqueregulen
aquest procés holometàbol, ajudant alhora a intentar resoldre l’enigma de com l’evolució ha
portatalametamorfosicompletaapartirdelametamorfosiincompleta.

1.6 Drosophila melanogaster COM A MODEL HOLOMETÀBOL MOLT
MODIFICAT
 D.melanogaster,tambéconegudacomlamoscadelafruitaolamoscadelvinagre,és
una espècie holometàbola que pertany a l’ordre dels dípters (figura 1.1). És un organisme
especialmentadequatpera l’estudideldesenvolupamentanimal jaqueés fàcildecriarenel
laboratori, presenta un cicle de vida curt i dóna lloc a una abundant progènie. A més, el seu
exosqueletténombrososmarcadorsquepermetenseguirfàcilmentelscanvisgenèticsques’hi
produeixen.Totaixòfaquesiguiundelsorganismespluricellularsmésutilitzatspelsgenetistes
i, comaconseqüència,que s’hagindesenvolupat multitudde tècniquesque permeten la seva









melanogaster pot dipositar fins a 100 ous, que després de 24 hores d’embriogènesi es
transformen en larves de vida lliure. Els dípters, igual que la majoria d’insectes holometàbols,
presenten una embriogènesi amb banda germinal llarga. Un cop fora de l’ou, les larves es
dediquenprincipalmentaalimentarse idurantels4diesqueduraaquestperíodepassenper
tres fases larvàries, augmentant considerablement de mida (figura 1.15 A). Al final del darrer






(A), pupa (B) i adult (C). (DJ’’) Detall de la morfologia, pigmentació i segmentació de les diferents
estructureslarvàries,pupalsiadultes.Visióencampclardepotes(DD’’),antenes(EE’’),mandíbules(F
F’’)imaxilles(GG’’).Visióenmicroscopiaelectrònicaderastreigde:urogomphis(HH’’),gintraps(II’’)i





Durant lametamorfosi lamajoriadeteixitsde la larvaesdescomponen,alhoraqueesformen
les estructures adultes a partir dels teixits imaginals. Un cop completada la metamorfosi la








invaginen durant l’embriogènesi i que comencen a proliferar quan s’inicia el període larvari
(MadhavanandSchneiderman,1977).Lescèllulesdelsdiscsimaginalssóndiferentsdelaresta
decèllulesdelalarva:sónméspetites,d’aspecteindiferenciat,proliferenmoltràpidamentisón
diploides (Shearn and Garen, 1974). Inicialment cada disc imaginal consta d’entre 10 i 40
cèllules, que es divideixen intensament durant el desenvolupament larvari fins a arribar a un
nombre aproximadament 1000 vegades superior (Bate and Arias, 1991). La larva de D.








Nivells de 20hidroxiecdisona (20E) (en blau) i d’hormona juvenil (HJ) (línia discontínua) durant la
penúltima (L6) i l’última (L7) fase larvària, la pupa i els primers dies de l’estadi adult (Ad). També es
mostrenlesvariacionsdel’expressiódeTcKrh1(envermell)iTcBr(engroc)durantaquestsperíodes.Els













 Malgrat no ser un model representatiu de la classe Insecta, la mosca del vinagre és
l’organismemésutilitzatenl’estudidelcontrolquela20Eexerceixsobreeldesenvolupamenti
la metamorfosi dels insectes. Durant les dues primeres fases larvàries en D. melanogaster es
produeixendospicssuccessiusde20Eenpresènciad’HJ,quedeterminenqueesdonilamudaa
un nou estadi larvari (figura 1.16). Durant la darrera fase larvària, en canvi, l’HJ desapareix i
petits polsos de 20E activen l’expressió de diversos gens importants per a l’inici del període
prepupal,comBroelsgluegenes(Sgs18)(Thummel,2001).Totseguit,alfinald’aquestestadi
esprodueixunincrementnotabledelsnivellsde20E,acompanyatsd’unareinducciódel’HJ,que




l’estadi pupal, controlant entre d’altres processos l’eversió del cap, la deposició de la cutícula
pupaliladegeneraciódelaglàndulasalival(Wardetal.,2003).Finalment,nivellsmoltelevatsde
20E en absència d’HJ durant la pupa controlen la diferenciació adulta final de les estructures
imaginals(figura1.16)(Thummel,2001).
 Ladiferènciaméssignificativaentreelsdíptersilarestad’insectes,pelquefareferència









holometàbols (figura 1.16), el tractament amb anàlegs de l’HJ durant l’últim estadi larvari no








anteriorment, es dóna a través de dos paràlegs, Met i Gce. Aquests són funcionalment
redundants i l’absència d’ambdós provoca la mort durant la transició larvapupa degut a
l’activació precoç de mecanismes de mort cellular en diferents teixits, com ara el cos gras
(Abdouetal.,2011;Baumannetal.,2010).Amés,MetiGcesónimprescindiblesperl’expressió






 La sumoilació és una modificació posttraduccional reversible que actua principalment
sobreproteïnesnuclears,peròtambéenproteïnesdelamembranaplasmàticaielcitoplasma.
Consisteix en la unió d’una petita proteïna, anomenada SUMO (de l’anglès Small Ubiquitin




la conformació. Des del seu descobriment en la dècada dels 90 nombrosos estudis han
demostrat que la sumoilació és important pel correcte funcionament de diversos processos
cellularscomlatranscripciógènica,lalocalitzaciósubcellular,lainteraccióproteïnaproteïna,la




 Les proteïnes SUMO tenen un pes d’aproximadament 10 kD i la seva estructura
tridimensionaléssemblantaladelaubiquitina(Bayeretal.,1998;BernierVillamoretal.,2002).
Estrobenenelgenomadetotselsorganismeseucariotesperònos’hanobservatenprocariotes.




(SUMO14). D’aquests, SUMO2 i SUMO3, que comparteixen el 97% dels seus aminoàcids,
conformenlasubfamíliaSUMO2/3i,juntamentambSUMO1,s’expressendemaneraubiqua.Tot
i que s’han observat diferències en la seva distribució subcellular i capacitat de conjugació a
algunesproteïnes,esdesconeixsilesfuncionsd’aqueststresSUMOsónúniques,redundantso
antagonístiques(CitroandChiocca,2013).D’altrabanda,SUMO4noméss’expressaalronyó,als
nòduls limfàtics ia lamelsa, inos’hapogutcomprovar lasevacapacitatd’unióaproteïnes in
vivo(Owerbachetal.,2005).





maduradeSUMOésactivadamitjançant l’accióde l’heterodímerAOS1/UBA2 (enzimE1),que
adenila ladobleglicinaCterminal. Tot seguit,el SUMOadenilat formaunenllaç tioésteramb
unacisteïnadel’enzimE1,queeltransfereixal’enzimconjugadorUBC9(enzimE2),formantel
complex SUMOUBC9 (figura 1.17). Finalment, UBC9 transfereix SUMO a la proteïna diana
mitjançant laformaciód’unenllaç isopeptídicentreelgrupcarboxilde laglicinaCterminalde
SUMO i el grup amino d’un residu lisina de la proteïna diana (figura 1.17). Tot i que UBC9 és
capaç d’interaccionar per si mateix amb la proteïna substrat per unirhi SUMO, sovint poden
intervenirenaquestprocésalguneslligases(E3),catalitzantlatransferènciadeSUMOdeUBC9a
la proteïna diana o formant un complex amb SUMOUBC9 i el substrat, que augmenta
l’especificitat de la interacció (figura 1.17) (Citro and Chiocca, 2013; Gareau and Lima, 2010;
GeissFriedlanderandMelchior,2007).AlgunsexemplesdelligasesE3deSUMOsónlafamíliade
proteïnes inhibidores de STAT (PIAS), que tenen un domini SPRING que interacciona amb el
substratiambelcomplexSUMOUBC9alhora,facilitantlatransferènciadeSUMOalaproteïna





reversible i l’enllaç isopeptídic que uneix SUMO amb el seu substrat es pot trencar. D’això se
n’encarreguen les proteases SENP, que tenen alhora activitat isopeptidasa per dur a terme











un àcid aspàrtic (D) o glutàmic (E) (Rodriguez et al., 2001). Tot i que la identificació d’aquest
domini és útil com a aproximació inicial, no és un indicador definitiu de la sumoilació d’una
proteïna, ja que SUMO es pot unir a residus lisina fora d’aquest motiu i no tots els dominis
KX(D/E)espodensumoilar.Enalgunssubstratss’hanidentificatseqüènciesmésllarguesque
contenen el motiu consens juntament amb altres elements addicionals. Aquests inclouen els
dominis SUMO dependents de fosforilació (PSDMs) i els dependents de càrrega negativa
(NSDMs). Els primers contenen un domini de fosforilació adjacent al motiu SUMO consens
(KX(D/E)XXSP)queincrementaelsnivellsdesumoilació(Hietakangasetal.,2003).Perlaseva
banda, els dominis NSDM contenen residus carregats negativament a Cterminal del motiu
consens(KX(D/E)EEEE),amblamateixafuncióqueelsPSDMs(GareauandLima,2010).








de proteïnes, provocant canvis en la seva activitat i/o localització. En les lligases E3 de SUMO
aquestsdominisSIMpermetenquelainteraccióambelcomplexUBC9SUMOsiguiméseficaç,
facilitant la conjugació de SUMO a la proteïna diana (Gareau and Lima, 2010). També la seva
presència en l’enzim UBC9 facilita la interacció d’aquest enzim amb SUMO, i en algunes
proteïnes fins i tot promou la formació de cadenes (Knipscheer et al., 2007). En determinats
substratsdeSUMOlapresènciadeSIMsconfereixespecificitatpersumoilarseambunparàleg




Malgrat que aquest procés s’ha estudiat majoritàriament en vertebrats també s’ha
avançatenlacaracteritzaciódelessevesfuncionsenaltresorganismes.Enelcasdels insectes
s’ha utilitzat com model, de manera gairebé exclusiva, el dípter D. melanogaster. En aquest
organisme,quetéunsolgensumo(smt3),s’hademostratquelasumoilacióésnecessàriapera
laproliferacióilacorrectaprogressiódelciclecellular(KanakousakiandGibson,2012;Nieetal.,
2009), el transport intracellular (Epps and Tanda, 1998; Smith et al., 2004), la capacitat de
regulació transcripcional de diversos factors de transcripció (Liu and Ma, 2012; Savare et al.,
2005; Takanaka and Courey, 2005) i la regulació de la cromatina durant la profase meiòtica
(Apionishev et al., 2001). Això fa que aquesta modificació posttraduccional sigui essencial en




























doctoral pretén, d’una banda, ampliar els coneixements sobre els mecanismes que regulen
aquestprocés i,de l’altra,entendremillorcomvaaparèixer lametamorfosi completaapartir
d’ancestres hemimetàbols faaproximadament300 milionsd’anys (Kristensen,1999;Sehnalet
al.,1996).Pertald’assoliraquestsobjectiuss’utilitzentresinsectesmodelambcaracterístiques
metamòrfiques diferents: l’hemimetàbol Blattella germanica, l’holometàbol basal Tribolium
castaneumil’holometàbolmodificatDrosophilamelanogaster.
La primera part de la tesi se centra en l’estudi de la modificació posttraduccional
coneguda amb el nom de sumoilació. En els insectes, aquest procés ha estat caracteritzat de
manera exclusiva en la mosca D. melanogaster, on entre d’altres funcions juga un paper
essencialenl’inicidelametamorfosi(Talamilloetal.,2008).D.melanogastercontéunsolgen
Sumo,mentrequel’insectemodelutilitzatenaquestapartdeltreball,B.germanica,entédos.
Aquest fet permet estudiar l’evolució funcional de la sumoilació en els insectes, amb els
següentsobjectiusinicials:
1. Caracteritzar, mitjançant la tècnica de l’RNA d’interferència in vivo, les funcions de la
sumoilacióduranteldesenvolupamentpostembrionarideB.germanica,totcomparant
lesamblesqueexerceixenD.Melanogaster.





de la regulació de les transformacions metamòrfiques. Alhora, presenta una bona oportunitat
per comparar els mecanismes que controlen aquestes transformacions en espècies amb
diferentsestratègiesmetamòrfiques.Pertotaixò,elsobjectiusd’aquestapartdeltreballsón:



























Perdura termeelsdiferentsassajosenB.germanica (L.) (Dictyoptera,Blattellidae)es
vanutilitzar femellesprovinentsd’unacolòniamantingudaenfoscor icondicionsconstantsde






 Per als experiments amb l’escarabat T. castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae) es van
utilitzar dues soques diferents, la soca salvatge San Bernardino i la línia transgènica pu11,
ambdues cedides pel Dr. Yoshinori Tomoyasu (Miami University, Oxford, Ohio). Els escarabats








% de llevat (Bucher, 2009). En aquestes condicions, les larves pupaven al cap de set estadis




 Les diferents soques de la mosca D.melanogaster utilitzades en aquest treball es van
mantenir en condicions constants de temperatura (25°C) i humitat (5055 %). Els experiments
d’expressióectòpicaesvandura termemitjançantel sistemaGal4UAS (BrandandPerrimon,
1993).La líniaactGal4esvautilitzarpera l’expressióubiquaatotsels teixitsde l’animal.Les
líniesSalEPvGal4(BarrioanddeCelis,2004)iphmGal4(Mirthetal.,2005)esvanutilitzarper
dirigirl’expressióal’alailaglàndulaprotoràcica,respectivament.PerasobreexpressarBgSumo1
i BgSumo3 es van utilitzar les construccions UASBgSumo1 i UASBgSumo3, respectivament,
elaboradestalicomesdescriuenl’apartat3.11.Leslíniestransgèniquesutilitzadesperaquesta
sobreexpressió es van generar en el laboratori de la Dra. Rosa Barrio (CIC bioGUNE, Bizkaia)
mitjançantprocedimentsdetransformacióestàndard(SpradlingandRubin,1982).Comacontrol
delasobreexpressióinvivoesvautilitzarlalíniaUASGFP(Itoetal.,1997).Peralsilenciament




interferència de DE93i es van utilitzar les línies UASDE93i (KK108140) i UASDE93i (GD4449)
obtingudes del Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC). Per incrementar l’efectivitat de la




Les disseccions dels insectes es van realitzar sota una lupa binocular Meiji, prèvia










3.2.1 Dissecció dels ovaris, medició de la superfície de l’oòcit basal i comptatge del
númerodecèllulesfolliculars
 Peral’extracciódelsovarisesrealitzavaunaoberturalongitudinalenlapartventralde
l’abdomen, des del segment genital fins al tòrax. Tot seguit, se separaven les esternites
abdominalsi,uncopapartatelcosgras,quedavenaldescobertambdósovaris,unacadacostat
deltubdigestiu.
 La medició de la superfície dels oòcits basals es va realitzar després d’una tinció DAPI
(veureapartat3.17)ilaposteriorcaptaciódelaimatgemitjançantmicroscopiadefluorescència
(veure apartat 3.21). Tot seguit, utilitzant el programa AdobePhotoshop (Adobe Systems














 Pera l’obtenciódel tubdigestiu ielcosgrass’obria l’insecteper lazonaventral,de la
mateixa manera que per la dissecció dels ovaris. Un cop obert, es descartaven els ovaris i les




 Per ladisseccióde l’epidermises realitzavenduesobertures longitudinalsal llargde la
líniaenlaqueconflueixenlescutículesdorsaliventral,desdel’últimsegmentabdominalfinsal
tòrax. A continuació es descartaven les esternites abdominals i es retirava el tub digestiu, els
ovaris i el cos gras. Finalment, se separava el tòrax i l’últim segment abdominal amb les








el complex retrocerebral format pels corpora cardiaca (CC) i els CA. Aquest complex es troba































glàndula protoràcica i el cervell, les mostres es van congelar amb el tampó de lisi i se’n va




 LesseqüènciesespecífiquesdelsgensUbc9 iE93deB.germanica,BgUbc9 iBgE93,es
van obtenir mitjançant les tècniques de reacció en cadena de la polimerasa (PCR) i l’ús
d’oligonucleòtids degenerats, ja que de moment no s’ha seqüenciat el genoma complet
d’aquestapanerola.Uncopobtingutunprimerfragment, lautilitzaciódelestècniquesde5’ i
3’RACE(RapidAmplificationofcDNAEnds)vanpermetreampliarlaseqüènciaconeguda.
 La PCR és una tècnica que permet l’amplificació exponencial de petites quantitats de
DNA in vitro utilitzant dos oligonucleòtids flanquejant la regió que es vol amplificar i que
hibriden en les cadenes oposades d’aquesta regió de DNA. Per a la reacció d’amplificació













fabricant, excepte per a la concentració dels oligonucleòtids. Aquests, al ser degenerats, es
posavenaunaconcentraciócincvegadessuperioralaindicada.
 Elsoligonucleòtidsdegeneratsutilitzatsvanser:











BgUbc9 94°C 2min BgE93 94°C 2min
 94°C 30seg 94°C 30seg
 4x 48°C 30seg 4x 50 °C 30seg
 74°C 40seg 74°C 40seg
 94°C 30seg 94°C 30seg
 34x 53°C 30seg 34x 55 °C 30seg
 74°C 4seg 74°C 4seg
 74°C 5min 74°C 5min

3.4.2Amplificacióràpidadelsextrems5’i3’delscDNAs
Les seqüències obtingudes es van ampliar mitjançant les tècniques de 5’ i 3’RACE.
Aquestes tècniques, que van ser descrites inicialment per Frohman etal. (1988), es van dur a






cDNA originats mitjançant la tècnica del 5’ o del 3’RACE, respectivament. En totes les
amplificacionss’utilitzava laDNApolimerasaGoTaq (Promega), seguint lesespecificacionsdel
fabricant.
Elsoligonucleòtidsespecíficsutilitzatsvanser:




















 94°C 30seg 94°C 30seg
39x 57°C 30seg 39x 55 °C 30seg
 74°C 1min 74°C 2min
 74°C 5min 74°C 5min
    
3’RACE
 94°C 2min 
 94°C 30seg 
39x 60°C 30seg 
 74°C 1min 
 74°C 5min 

3.5ELECTROFORESIDEDNA
 Les electroforesis de DNA es van realitzar en gels d’agarosa d’entre 0.71.5 % (p/v),
depenentde lamidadelDNA,preparatsen tampóTBE0.5x.Abansdesolidificarseelgel s’hi
afegiael0.005% (v/v)deSYBRSafeDNAGel Stain (Invitrogen).Encadacarril es carregava la











pSTBlue1seguint les instruccionsdelpAcceptorVectorKit (Novagen).Les transformacionsdel
















cadena per dideoxinucleòtids, utilitzant el kit BigDye Terminator v3.1 (Invitrogen). La PCR i la
posteriorprecipitaciódelescadenesdeDNAamplificadesesvanfersegonslesindicacionsdel
fabricant. Un cop precipitades, les mostres es duien al servei de genòmica de la Universitat





va utilitzar la tècnica de la RTPCR semiquantitativa. Aquesta tècnica es basa en l’obtenció de





Abans de la transcripció reversa s’eliminava el DNA genòmic de la mostra, ja que en

























































































quantificar l’expressió d’un gen concret. Aquesta tècnica es basa en la unió, durant
l’amplificació, de l’àcid nucleic del fluorocrom SYBRGreen present en la barreja de la PCR i la
monitoritzaciódelseguimental llargdeltempsdelafluorescènciaemesaperaquestcompost.
Lafluorescènciadetectadadescriuunacorbasigmoïdal.EnelsciclesinicialsdelaqPCRelsenyal
és molt fluix i indistingible del soroll de fons. A mesura que el producte s’acumula, la
identificaciódelsenyalcreixexponencialmentfinsassolirlafasedesaturació.Enlapartlinealde
la fase exponencial (en una corba representada en eixos logarítmics) la fluorescència és
proporcionalalaquantitatdeDNAamplificatiaquest,alseutorn,alnúmerodecòpiesdecDNA
inicial de la mostra. Per tal de quantificar les molècules presents en la mostra inicial del gen
d’estudi cal determinar el número de cicles a partir del qual el senyal és superior al soroll de
























monitoritzar la cinètica de dissociació dels fragments amplificats i comprovar l’especificitat de
l’amplicó. Tot el procés es va dur a terme en l’aparell BioRad MyiQTM cycler (BioRad) i els
resultats es van analitzar mitjançant el software BioRad iQ5. En aquest treball els resultats




relatius respecte el valor més baix (en el cas dels cicles d’expressió) o respecte el valor dels
individuscontrolenlarestad’experiments.
ElsoligonucleòtidsutilitzatsenelsexperimentsdeqPCRhanestatelssegüents:































































































En l’elaboració de les construccions per a l’expressió de proteïnes de fusió es van
amplificarlesseqüènciescodificantsdeBgSumo1iBgSumo3amblaTaqpolimerasaPhusionHot











per la Dra. Elena Casacuberta) que contenia la proteïna fluorescent RFP (de l’anglès “Red
Fluorescent Protein”) sota el control del promotor del gen armadillo (pArm). BgSumo1 i
BgSumo3esvanclonara3’deRFP,conservantlapautadelecturaperpermetrelaformacióde
lesproteïnesdefusióRFPBgSumo1iRFPBgSumo3.Ladigestiódelsfragmentsamplificatsidel





 Igual que en el cas anterior, per l’elaboració de les construccions per expressar
ectòpicamentBgSumo1iBgSumo3esvanamplificarlesseqüènciescodificantsdetotsdosgens












 Seguidament es van clonar les seqüències amplificades en el vector pUASTattB
(proporcionat per la Dra. Rosa Barrio), específic per a la transformació de D. melanogaster i
l’obtenciódemosquestransgèniques(Bischofetal.,2007).Aquestvectorpermetquelainserció







Unaaproximacióactualpera l’estudi funcionalde proteïnesen organismesquenoes
podenmodificargenèticamentdeformaestable,coméselcasdeB.germanica,consisteixenel



















































Per a l’obtenció dels diferents dsRNA calia sintetitzar dues cadenes simples d’RNA





























































sota una lupa binocular Leica M80. El dsRNA s’injectava a la part dorsal, al primer o segon
segment abdominal de la larva, mitjançant la pressió aplicada amb una xeringa de plàstic. El
volum injectat a cada larva no es podia calcular amb exactitud. Tot i això, el canvi de color a
l’interior d’aquestes degut al colorant alimentari afegit al tampó d’injecció indicava la
incorporaciódeldsRNAal’hemolimfa.
 Per la seva banda, les pupes es collocaven sense anestesiar en un portaobjectes amb





metoxi3,7,11trimetildodeca2,4dienoat), que es diluia amb acetona fins a la concentració
desitjada. Tot seguit s’aplicava 1 μl de la dilució a nimfes de B. germanica prèviament
























 La falloïdina és una toxina produïda pel fong Amanita phalloides i actua unintse a
l’actina i impedint lasevadespolimerització.Aquestapropietathaestataprofitadaenbiologia
cellularperinvestigarladistribuciódelsfilamentsd’actinaFmitjançantlauniódelafaloidinaa
molèculesfluorescents,comeltetrametilrodaminaisotiocianat(TRITC).Aquestcolorantemet
en vermell intens. Per la seva banda, el DAPI (4',6diamidino2fenilindol diclorhidrat) és un
colorantfluorescentques’uneixfortamentalDNA.Emetenblauiésadequatpercombinarlo
ambaltrescolorantsfluorescents,comelTRITC.















































Carnoy’sfixative:   PBST: 
EtOH 60%  PBSO.2M 1x
Àcidacètic 20%  Tween 0.3%
H2O 20%  
    PBSTBSA:
Tampófosfatsalí(PBS)0.2M,pH6.8: PBST 1x
NaCl 130mM  BSA 0.2%
KCl 2.7mM     
Na2HPO4 10mM  PBSTBSANGS:
KH2PO4 1.8mM  PBSTBSA 1x
AjustarelpHa6.8  NGS 5%
   
Solucióderevelat:    
PBS0.2M 5ml  
Diaminobenzidina 100μl  
NiCl28% 80μl  













3. Permeabilitzar el teixit mitjançant 3 incubacions de 10 min amb PBSTritó 0.1 %
(PBST)










































































(EFN69023); Apis mellifera (XP392826) i (XP623227); Harpegnathos saltator (EFN89741) i
(EFN79624);Acromyrmexechinator(EGI67360)i(EGI63783);Bombusterrestris(XP003394722)i
(XP003396975); Nasonia vitripennis (EFN73536) i (XP001599647); Pediculus humanus
(XP002430190) i (EEB18751); Acyrthosiphon pisum (XP003244725), (XP001945430),
(XP001945879), (XP003245740), (XP001119632), (XP003243705), (XP003242691) i
(XP003244070); Drosophila melanogaster Smt3 (NP477411); Glossina morsitans (ADD19913);
Mayetiola destructor (ABG81495); Helicoverpa armigera (ADF30256); Antheraea yamamai
(BAD66842); Bombyx mori (NP001037410); Danaus plexippus (EHJ74563); Anopheles gambiae
(XP316822)i(XP321390);Aedesaegypti(XP001650445)i(XP001663977);Culexquinquefasciatus
(XP001861568); Tribolium castaneum (XP970781); Dendroctonus ponderosae (AEE62713).
Tambéesvanutilitzar les seqüènciesSUMOdelsvertebratsHomosapiens iMusmusculus:H.
sapiens SUMO1A (NP003343), SUMO1B (NP001005782), SUMO2A (P61956), SUMO2B
(NP001005849), SUMO3 (NP008867), SUMO4 (Q6EEV6); M. musculus SUMO1 (NP0033486),
SUMO2 (NP579932), SUMO3 (Q9Z172). Totes aquestes seqüències es van alinear utilitzant el
programa ClustalX (Thompson et al., 1997). Tot seguit s’eliminaren les regions d’alineament
ambigu, donant com a resultat un alineament final de 99 posicions que es va analitzar





BgFtzF1 es van identificar mitjançant el software SUMOplot (Abgent,
http://www.abgent.com/tools), la base de dades de modificacions posttraduccionals Phosida
(http://www.phosida.com)ielprogramaSUMOsp2.0.
Els assaigs de sumoilació in vitro van ser duts a terme pel laboratori de la Dra. Rosa
Barrio,enlaUnitatdeGenòmicaFuncionaldelCICbioGUNE(Bizkaia).Enprimerlloc,estraduïen
els cDNA d’interès en condicions in vitro mitjançant TNTT7 (Promega), afeginthi metionina
marcada radioactivament (35SMetionina, Amersham Biosciences). Les proteïnes resultants







































En els insectes el procés de sumoilació s’ha estudiat, de manera gairebé exclusiva, en
l’holometàbol D. melanogaster. El present capítol se centra en l’estudi de la funció d’aquest
procés durant el desenvolupament de l’insecte hemimetàbol B. germanica, que té dos gens
Sumo.DonatqueD.melanogasterentéundesol,aquestestudihadepermetrecompararcom
han variat les funcions de la sumoilació durant l’evolució de la classe Insecta, així com la
distribuciód’aquestes funcionsentreelsdiferentsSumodeB.germanica.D’altrabanda,el fet
queencarano s’hagiaconseguit clarificardel tot sielsdiferentsparàlegsSUMO devertebrats
podentenirfuncionsexclusives,redundantsi/oantagòniques,faqueB.germanicasiguiunbon
modelperaaprofundirenaquestaincògnita.
Per totaixòesvadura terme,enprimer lloc,unaaproximació filogenèticaper talde
saberenquinmomentdel’evoluciódelaclasseInsectas’haviapassatdedosgensSumoaunde
sol.Tambéesvacaracteritzar la funcióde lesduesproteïnesSumodeB.germanicadurantel
desenvolupament nimfal i la transició a l’estadi adult, parant especial atenció en els
parallelismes que s’observaven amb les funcions descrites en la mosca D. melanogaster. Per
últim, i per tal d’aprofundir en el sentit evolutiu de la pèrdua d’un gen Sumo en insectes
evolucionats,esvaestudiarelcomportamentdelsSumodeB.germanicaenD.melanogaster,





Les seqüències que codifiquen per les dues proteïnes Sumo de B. germanica es van
obtenirapartird’unallibreriadeDNAcomplementari(cDNA)sintetitzatapartird’RNAmissatger
(mRNA) provinent de cèllules embrionàries de B. germanica (UMBGE1). A través de la
seqüenciaciódemultituddeclonsd’aquesta llibreria ielposterioranàliside similitudamb les
seqüènciesdisponiblesalabasededadesesvaveurequeduesdelesseqüènciesobtingudes,de
668 pb i 456 pb, presentaven un alt grau de similitud a diferents seqüències Sumo1 i Sumo3,
respectivament.PeraquestmotiuselesvaanomenarBgSumo1iBgSumo3.Talicoms’observaa
lafigura4.I.1lesduesseqüènciescobreixentotalaregiócodificantdelaproteïna,formadaper
97 aminoàcids en el cas de BgSumo1 i 95 aminoàcids en el cas de BgSumo3. En totes dues
seqüències s’hi observen dues glicines, prop de l’extrem carboxi terminal, a 3’ de les quals es
produirà laproteòlisiessencialper lamaduracióde laproteïnaquepermetrà laposteriorunió
d’aquestsSumoalaproteïnadiana.
L’alineamentde lesseqüènciesproteiquesdeBgSumo1 iBgSumo3amb lesseqüències
Sumo de Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, D. melanogaster i Homo sapiens
reflexa l’alt grau de conservació entre els diferents SUMO (figura 4.I.2). Així, BgSumo1
comparteixel71%delsseusaminoàcidsambSmo1deC.elegans,iel63%ambelSUMO1Ad’H.
sapiens. Per altra banda, BgSumo3 té el 82% dels seus aminoàcids idèntics als de Smt3 de D.








                     M  S  D  N  Q  E  Q  K  P  D  A  G  P   13 
 
ggggacgcaaattctgaatatatcaaactcaaagtagttggaaatgattcaaatgaaatt 120 
G  D  A  N  S  E  Y  I  K  L  K  V  V  G  N  D  S  N  E  I   33 
 
cacttccgagtaaagatgaccactcaaatgggaaagctgaagaaatcatacagcgagcgt 180 
H  F  R  V  K  M  T  T  Q  M  G  K  L  K  K  S  Y  S  E  R   53 
 
gttggcgtcccggtgacatcgcttaggtttttatttgatgggcgacggataaatgatgat 240 
V  G  V  P  V  T  S  L  R  F  L  F  D  G  R  R  I  N  D  D   73 
 
gagacacctaaacagctggagatggagaacgacgatgtgattgaggtgtaccaagaacaa 300 
E  T  P  K  Q  L  E  M  E  N  D  D  V  I  E  V  Y  Q  E  Q   93 
 
acgggtggcttttgaATGATGTTGCGTGAAAAAGTGAAAACGTGATCAGTTTTTAAATTT 360 











                        M  S  D  D  K  K  G  S  E  T  E  H   12 
 
atcaacctcaaggtacttggacaagacaatgccatcgttcagttcaagataaaaaaacat 180 
I  N  L  K  V  L  G  Q  D  N  A  I  V  Q  F  K  I  K  K  H   32 
 
acacctctgaggaaattgatgaatgcatattgtgatagagtgggtatcgcaatggcaaca 240 
T  P  L  R  K  L  M  N  A  Y  C  D  R  V  G  I  A  M  A  T   52 
 
atgagatttcgatttgatggtcaaccaatcaatgaaacggatacaccgataagtttggag 300 
M  R  F  R  F  D  G  Q  P  I  N  E  T  D  T  P  I  S  L  E   72 
 
atggaggaaggagatacaattgaagtgtaccaacaacaaactgggggtagaggaccatat 360 
M  E  E  G  D  T  I  E  V  Y  Q  Q  Q  T  G  G  R  G  P  Y   92 
 
ataacatgctgaAACAAAAGACTGCATTTCTAACGGTCTATGAACTAAAACGCGTCAAAC 420 






seva traducció. Els nucleòtids que formen part de la regió codificant es mostren en lletra minúscula,





secundàriadescritaper laproteïnaSUMO1humana,formadapercinc làmines idueshèlix

(Bayer et al., 1998), així com els aminoàcids d’aquesta proteïna que han estat descrits com a




















Figura 4.I.2. Estructura secundària de les proteïnes SUMO. Alineament de les seqüències proteiques




















base de dades. Es van incloure també les seqüències humanes i les de ratolí, ja que aquestes
espècies tenen tant SUMO1 com SUMO3, a més de SUMO2 i, en el cas dels humans, també
SUMO4 (Citro and Chiocca, 2013). L’arbre filogenètic resultant mostrava dos grups de
seqüènciesbendiferenciats,corresponentsaSumo1 iSumo3,ambunvalorde“bootstrap”de




juntament amb seqüències de tots els himenòpters (verd) i hemimetàbols (blau) presents en




filogenètic mostrava, doncs, que mentre les espècies pertanyents als ordres de dípters,
lepidòptersicoleòpterscontenenunsolgenSumoenelseugenoma,pertanyentalafamíliade
Sumo3, les espècies d’himenòpters i d’insectes hemimetàbols de les quals es disposa del






brancade la famíliaSumo3elshimenòpters seseparessinabansde la restad’insectesqueels




4.I.2.1 Patrons d’expressió dels mRNA de BgSumo1 i BgSumo3 durant el desenvolupament
nimfal
PertaldecaracteritzarelsdosgensSumodeB.germanicaesvacomençarestudiantla
















de 100 repeticions. Els diferents grups estan representats per colors: els vertebrats en groc; dípters i








germanica. Totes lesmostresesvan recollirquatrediesdesprésde lamudaaldarrerestadinimfal.Els
teixitsanalitzatsvanser:cosgrasambepidermis(CG/Ep),glàndulaprotoràcica(GP),cervell,corporaallata
(CA), tub digestiu (Dig) i ovaris (Ov). Com a referència es va utilitzar l’expressió de BgActina5C. Els
resultats són representatius de quatre rèpliques. (B) Anàlisi de l’expressió de BgSumo1 i BgSumo3 en
glàndulaprotoràcicadurantlesduesdarreresfasesnimfalsielsprimersdiesdel’estadiadult.Elsnivellses
van mesurar mitjançant qRTPCR, utilitzant mRNA obtingut a partir de la mateixa quantitat de teixit (3
glàndules protoràciques per punt) d’individus de les edats assenyalades. L’expressió de BgSumo1 i







A continuació es va analitzar l’expressió deBgSumo1 iBgSumo3 durant la penúltima i
l’últimafasenimfal,ielsprimersdiesdel’estadiadult.Elteixitescollitperaquestanàlisivaserla
glàndula protoràcica, que és l’encarregada de la síntesi dels ecdisteroides durant el






















expressar les proteïnes de fusió formades per una proteïna fluorescent vermella (RFP) i BgSumo1 o
BgSumo3, sota el control del promotor del gen armadillo (pArm). (B, E) Localització de BgSumo1 (B) i














2006; Cruz et al., 2007; ManéPadrós et al., 2008; ManéPadrós et al., 2012). Per silenciar
BgSumo1iBgSumo3esvanutilitzarfragmentsd’RNAdedoblecadena(dsRNA)de429pbi338




Figura 4.I.6. Silenciament de BgSumo1 i BgSumo3. (A) Estructura esquemàtica de la seqüència de
BgSumo1 i BgSumo3, on s’hi representen les zones utilitzades per a la interferència: dsBgSumo1 i
dsBgSumo3.Labarrablavaindicalaregiócodificantdel’mRNA,mentrequeleslíniesgrisesindiquenles
regionsnocodificants(5’UTRi3’UTR).(B,C)Esvantractarfemellesrecentemergidesalpenúltimestadi
nimfal amb 4 μg de dsMock (animals Control) o 2 μg de dsBgSumo1 i 2 μg de dsBgSumo3 (animals






lloc es van silenciar tots dos gens simultàniament injectant 2 μg de cadascun dels dsRNA en
l’abdomen de femelles recent emergides al penúltim estadi nimfal (animals BgSumo13i). Dos
diesdesprésdelamudad’aquestesfemellesaldarrerestadinimfalse’lsvaextreureelcosgras
(amb epidermis) i la glàndula protoràcica, i es van mesurar els nivells d’mRNA de BgSumo1 i
BgSumo3 per talde comprovar l’eficàciade la interferència.Els resultatsobtinguts mostraven
que els nivells dels dos trànscrits eren clarament inferiors en els individus BgSumo13i (figura




dsBgSumo3 (animalsBgSumo13i),oamb4μgdedsMock (animalsControl), iesvacomprovar
que en ambdós casos les femelles mudaven al darrer estadi nimfal sense que s’apreciés cap
efectefenotípic.Noobstant,el100%(n=18)delesfemellesBgSumo13imorienentreelterceri
elsetèdiad’aquestaN6.Percontra,totselsindividusControl(n=20)mudavenaadultvuitdies
després sense cap problema. Aquest fet demostrava que la sumoilació és un procés essencial
duranteldesenvolupamentnimfaldeB.germanica.





quan s’aplicava el tractament a N5, aquests animals acabaven morint entre un i quatre dies
després de completar l’ècdisi imaginal. D’altra banda, el 6% dels individus tractats no
aconseguien completar el procés de muda, tot i començar els moviments previs a l’ècdisi, i
morien al cap de 12 dies. Finalment, el 13% dels individus interferits ni tan sols iniciaven la
mudaimorienentrenouidotzediesdesprésd’haverentrataladarrerafasenimfal.

Figura 4.I.7. Efecte del silenciament simultani de BgSumo1 i BgSumo3 sobre la muda imaginal de
Blattellagermanica.Esvantractarfemellesrecentemergidesal’últimestadinimfalamb4μgdedsMock
(animals Control) o 2 μg de dsBgSumo1 i 2 μg de dsBgSumo3 (animals BgSumo13i) i es va analitzar el
fenotip resultant. (A) Visió dorsal (esquerra) i ventral (dreta) d’una femella Control, mostrant l’aspecte





Taula 4.I.2 Efecte de la doble interferència deBgSumo1 iBgSumo3 en la muda imaginal deBlattella
germanica.
Tractament n Mudacompleta Arrestats Nomuda
Control 25 100%  










anormal en el teixit del darrer segment abdominal que provocava que la cutícula d’aquest
segmentesdobleguéscapenfora(figura4.I.8G).




fase nimfal, passant de 500 en l’inici de la fase a unes 35004000 just després de la muda
imaginaldelapanerola(ManéPadrósetal.,2008).Peraixòesvanutilitzarnovamentindividus
ControliBgSumo13itractatsdesdel’inicideldarrerestadinimfal,se’lsvanextreureelsoòcits
basals just després de la muda imaginal i es van tenyir aquest oòcits amb DAPI per tal de
quantificarelnombredecèllulesfolliculars.Talicoms’observaenlafigura4.I.9,elsoòcitsdels
animals BgSumo13i presentaven un reducció significativa del número de cèllules folliculars
(4071±216enControlsi1275±110enBgSumo13i;p0.0005,ttest).Amés,encorrelacióamb
aquestareducció,elsoòcitserensignificativamentméspetits(p0.005,ttest)(figura4.I.9C,D).
Aixídoncs,aquestsresultatsdemostravenque lasumoilaciócontrola laproliferacióde l’epiteli
folliculardel’oòcitbasaldeB.germanica.

Figura 4.I.8. Alteracions fenotípiques provocades pel silenciament deBgSumo1 iBgSumo3aBlattella
germanica.Esvaninjectarfemellesrecentemergidesal’últimestadinimfalamb4μgdedsMock(animals
Control)o2μgdedsBgSumo1i2μgdedsBgSumo3(animalsBgSumo13i),iesvananalitzarelsindividus
un dia després de la muda imaginal. (A) Tegmines d’individus Control i BgSumo13i. (B) Detall de les
















Figura 4.I.9. Efecte del silenciament simultani de BgSumo1 i BgSumo3 en la proliferació de l’epiteli
follicular de l’oòcit basal de Blattella germanica. Es van injectar femelles recent emergides a l’últim
estadinimfalamb4μgdedsMock(animalsControl)o2μgdedsBgSumo1i2μgdedsBgSumo3(animals
BgSumo13i) i se’ls van extreure els oòcits just després de la muda imaginal. (A) Número de cèllules
follicularsdel’oòcitbasalenindividusControliBgSumo13i.Lesbarresd’errorindiquenl’ESM(n=5).Els
asteriscs indiquendiferènciessignificatives:p0.0005(ttest). (B)Superfíciemitjana,enμm2,delsoòcits






a una afectació en el procés de sumoilació es va decidir caracteritzar el gen Ubc9 de B.
germanica.Ubc9,lesswrightenD.melanogaster(Talamilloetal.,2008b),ésl’enzimencarregat
decatalitzarelsegonpasdelprocésdesumoilació,queconsisteixenlaconjugaciódeSUMOala




partir d’un alineament entre les diverses seqüències Ubc9 d’insectes disponibles es van
dissenyarencebadorsdegeneratsenzonesconservadesentoteselles.D’aquestamaneraesva
obtenir un fragment de 398 pb que mostrava una elevada similitud amb les seqüències






                                                                       
TGGTGGGAAATCCTACGTCAAAGGAGGGTGTGTAAAatgtctgggatagcaattgcaaga 120 
                                    M  S  G  I  A  I  A  R   8 
 
ttggcagaagaaaggaaagcttggaggaaagaccatcccttcggatttgtagcacgtcca 180 
L  A  E  E  R  K  A  W  R  K  D  H  P  F  G  F  V  A  R  P   28 
 
gttaagaatgctgatggaagtttgaatctgatgagttgggagtgtgcaattcctggcaaa 240 
V  K  N  A  D  G  S  L  N  L  M  S  W  E  C  A  I  P  G  K   48 
 
aaatctactccatgggaaggaggccagtacaagctgcgcatgatttttaaagatgattac 300 
K  S  T  P  W  E  G  G  Q  Y  K  L  R  M  I  F  K  D  D  Y   68 
 
ccatcaagtcctccaaagtgtaaatttgaaccacctctgttccatccgaatgtgtatcca 360 
P  S  S  P  P  K  C  K  F  E  P  P  L  F  H  P  N  V  Y  P   88 
 
tcaggtacagtatgtttgtccttgttggatgaagagaaggactggcgcccagctataacc 420 
S  G  T  V  C  L  S  L  L  D  E  E  K  D  W  R  P  A  I  T   108 
 
attaagcagattcttctggggatacaagacctcctcaacgaaccgaatattaaggatccc 480 
I  K  Q  I  L  L  G  I  Q  D  L  L  N  E  P  N  I  K  D  P   128 
 
gctcaagctgaagcttatactatttattgccaaaaccgtctggagtatgaaaagagagtt 540 
A  Q  A  E  A  Y  T  I  Y  C  Q  N  R  L  E  Y  E  K  R  V   148 
 
cgagctcaagcgcgtgccatggctcctcaagagtaaATTAAATTGGTGCCGTATCTTCTT 600 
R  A  Q  A  R  A  M  A  P  Q  E  *                           159 
 




Figura 4.I.10. Seqüències nucleotídica i aminoacídica de l’enzim conjugador Ubc9 de Blattella
germanica.(A)Fragmentde654pbcorresponentalaseqüènciaUbc9deB.germanica.Lalíniasuperior
mostra la seqüència de nucleòtids i a sota d’aquesta els aminoàcids corresponents. Els nucleòtids que
corresponenalaregiócodificantesmostrenenminúscula,mentrequeelsquepertanyenalesregions5’i
3’UTRestrobenenmajúscula.(B)Alineamentdelesseqüènciesproteiquesd’Ubc9dediferentsespècies
d’insecte. Aa: Aedes aegypti; Ag: Anopheles gambiae; Am: Apis mellifera; Ap: Acyrtosiphon pisum; Bg:
Blattella germanica; Bm: Bombyx mori; Dm: Drosophila melanogaster; Nv: Nasonia vitripennis; Tc:
Triboliumcastaneum.Enverdesmostrenlesestructuressecundàries(BernierVillamoretal.,2002).









parellsdebases,quecontenien latotalitatde laseqüènciacodificantdeBgUbc9, formadaper
159aminoàcids(figura4.I.10).
UncopobtingudalaseqüènciaesvaprocediralacaracteritzaciódeBgUbc9.Enprimer





i els primers dies de l’adult de B. germanica. Els nivells es van mesurar mitjançant qRTPCR, utilitzant
mRNAobtingutapartirdelamateixaquantitatdeteixit(3glàndulesprotoràciquesperpunt)d’individus
de les edats assenyalades. L’expressió de BgUbc9 es va normalitzar amb els nivells de BgActina5C. Els
resultatsesmostrencomapercentatge respecteal valord’expressióméselevat (cinquèdiadeN6). La












En primer lloc, es va observar que tant els individus BgUbc9i (n=25) com els Control (n=10)
aconseguiencompletarlamudaal’estadiadult(figura4.I.13).Malgrataixò,elsanimalsBgUbc9i
morienentre1i13diesdesprésdelamudaimaginal,repetintsel’efecteletalques’observava






Figura 4.I.12. Silenciament de BgUbc9. (A)
Esquema de la seqüència de BgUbc9. El
requadre blau correspon a la seqüència
codificant i les línies grises marquen les
regions5’UTRi3’UTR.Lalínianegraindica
la zona utilitzada per al silenciament. (B) Es
van tractar femelles recent emergides a
l’últim estadi nimfal amb 4 μg de dsMock
(animals Control) o 4 μg de dsBgUbc9
(animals BgUbc9i) i se’ls va extreure la
glàndula protoràcica  sis dies després del
tractament. Els nivells de BgUbc9 es van
mesurar mitjançant RTPCR. L’expressió de
BgActina5Cesvautilitzarcomareferència.











Finalmentesvaanalitzar comel tractamentambdsBgUbc9 afectava laproliferacióde
l’epiteli follicular. Igualqueenelcasanterior,esvanagafaroòcitsbasalsd’individusControl i
d’individusBgUbc9i,justdesprésdemudaral’estadiadult, iesvantenyirambDAPIpertalde
visualitzar els nuclis de les cèllules folliculars. El recompte d’aquests nuclis mostrava que els
animalsControltenienunamitjanade4178±201cèllulesfollicularsperoòcit,mentrequeels
BgUbc9inoméstenien1061±90cèllules follicularsperoòcitbasal,nombreremarcablement








emergides a l’últim estadi nimfal amb 4 μg de dsMock (animals Control) o 4 μg de dsBgUbc9 (animals
BgUbc9i), i es van analitzar els individus un dia després de la muda imaginal. (A) Tegmines d’animals
Control i BgUbc9i. (B) Ales d’adults Control i BgUbc9i. (C) Longitud i amplada de les tegmines i les ales
d’individusControliBgUbc9i.Lesbarresd’errorrepresentenl’ESM(n=6).Elsasteriscsindiquendiferències





coincidència amb els fenotips obtinguts després del silenciament simultani de BgSumo1 i












4.I.3.3 Estudi funcional de cadascun dels paràlegs BgSumo1 i BgSumo3 durant el
desenvolupamentnimfal
Un cop caracteritzada la funció global de la sumoilació durant el desenvolupament
nimfal de B. germanica es va procedir a l’estudi de la funció específica de cadascuna de les
proteïnesSumodeB.germanica,BgSumo1iBgSumo3.Enprimerlloc,pertaldevacomprovar
l’eficàcia i l’especificitat dels dsRNA utilitzats (figura 4.I.6 A), es van injectar femelles recent




reinjectar amb 4 μg de dsRNA més per tal de potenciar l’efecte de la interferència. Sis dies
després se’ls va extreure la glàndula protoràcica i es van mesurar els nivells de BgSumo1 i
BgSumo3. Tal i com s’observa a la figura 4.I.16, els individus BgSumo1i presentaven una
expressiódeBgSumo1moltmésbaixaqueelsControl,mentrequel’expressiódeBgSumo3era




corresponent a BgSumo3, mentre que BgSumo1 presentava una expressió similar a la dels
individusControl.Aquestsresultatsindicavenunsilenciamenteficaçiespecíficdel’expressióde
BgSumo1 i BgSumo3, alhora que demostraven que no existeix cap relació de regulació
transcripcionalentreBgSumo1iBgSumo3.

Figura 4.I.16. Eficàcia i especificitat del tractament amb
dsBgSumo1 o dsBgSumo3. Es van tractar femelles recent
emergides al penúltim estadi nimfal amb 4 μg de dsMock
(animalsControl),4μgdedsBgSumo1(animalsBgSumo1i)o
4μgdedsBgSumo3(animalsBgSumo3i).Uncopmudadesal
darrer estadi nimfal, es va reinjectar amb 4 μg del dsRNA
corresponent, per tal d’incrementar l’efecte de la
interferència. Sis dies després d’aquesta muda se’ls va
extreurelaglàndulaprotoràcicaiesvamesurarl’expressió,
mitjançant RTPCR, de BgSumo1 i BgSumo3. L’expressió de
BgActina5C es va utilitzar com a referència. Els nivells són
representatiusdecincindividusdecadatractament.

A continuació es va estudiar el comportament d’aquests individus durant la muda
imaginal,observantquetantelsindividusControlcomelsBgSumo3imudavenaadultsensecap
problemaaparent,desprésdevuitdieseneldarrerestadinimfal(mitjanade8.1±0.1diespels
Control i 7.8 ± 0.14 dies pels BgSumo3i). Els animals BgSumo1i, en canvi, mudaven
significativamentméstard(10.46±0.46diesdemitjana;p0.0005,testd’hipòtesisLogRank)i
presentavendiversesalteracionsfenotípiques,talicomesdetallamésendavant.Amés,algunes
de les nimfes BgSumo1i no iniciaven mai el procés de muda imaginal (19.1 %), i una minoria





 n Mudacompleta Arrestats Nomuda
Control 30 100%  
BgSumo1i 47 74.5% 6.4% 19.1%












germanica. Es van tractar femelles recent emergides al penúltim estadi nimfal amb 4 μg de dsMock
(animalsControl),4μgdedsBgSumo1(animalsBgSumo1i)o4μgdedsBgSumo3(animalsBgSumo3i).Un
copmudadesaldarrerestadinimfal,esvanreinjectaramb4μgdeldsRNAcorresponent.Posteriorment




















BgE75A, que reprimeix BgE75C, expressat just abans del pic de 20E. Seguidament s’activen





penúltim estadi amb 4 μg de dsMock (Control), dsBgSumo1 (BgSumo1i) o dsBgSumo3
(BgSumo3i),iuncopmudadesaldarrerestadinimfalesvanreinjectaramb4μgmésdeldsRNA
corresponent.Alcapdesisisetdiesesvaextreurelaglàndulaprotoràcicad’aquestsindividusi
es va mesurar l’expressió dels receptors nuclears citats anteriorment. En primer lloc es va




l’expressió de dues de les isoformes del gen BgE75: BgE75C i BgE75A. Mentre que en els
individus Control i en els BgSumo3i no s’observava la presència de BgE75C, i es detectaven
nivells molt baixos de BgE75A a dia 6, en els individus tractats amb BgSumo1i s’observava el
contrari,ésadir,nivellsmoltaltsdeBgE75CacompanyatsdenivellsinexistentsdeBgE75A,fet















Figura 4.I.18. Efecte del silenciament de BgSumo1 i BgSumo3 en els nivells d’expressió de diversos
receptorsnuclearsinvolucratsenlacascadaderespostaala20hidroxiecdisonaenBlattellagermànica.
(A) Representació gràfica, modificada de ManéPadrós et al. (2012), dels nivells circulants de 20
hidroxiecdisona i dels patrons d’expressió dels receptors nuclears que conformen la cascada de
transducció de la 20E durant el darrer estadi nimfal de B. germanica. (B) Esquema de les diferents











desplegament de les tegmines i les ales, que a més eren marcadament més petites (reducció
d’un 46 % de la llargada i un 29 % de l’amplada en el cas de les tegmines, i d’un 37 % de la
llargadaiun45%del’ampladaenelcasdelesales)(figura4.I.19A,BiC).Percontra,elsadults
BgSumo3idesplegaven les tegmines i lesalesde maneracorrecta i ambuna mida similar a la
dels individusControl.D’altrabanda, lainterferènciadeBgSumo1tambéprovocavaproblemes
en les quetes de les potes, que es mostraven febles i torçades (figura 4.I.19 D). Aquestes
alteracionserenmoltsemblantsalesobservadesanteriormenttantenelsanimalsBgSumo13i
comenelsBgUbc9i.
Acontinuacióesvaestudiar la funciódeBgSumo1en laproliferaciócellular,utilitzant
denoucomamodell’epitelifolliculardel’òocitbasal.Peraixòesvanagafaroòcitsd’individus
Control i BgSumo1i set dies després de la muda al darrer estadi nimfal i es va fer una
immunodetecciód’histona3fosforilada(PH3),quemarcaelsnuclisqueestrobenenelperíode
demetafase,durantlamitosi.Talicoms’observaenlafigura4.I.20(AD),enelsoòcitsControl




oòcit, mentre que els BgSumo1i tenien 990 ± 68 cèllules per oòcit, valor remarcablement
inferior (p0.0001, ttest). A més, aquests oòcits eren significativament més petits (p0.01, t
test)(figura4.I.20).Denou,aquestaafectacióenlaproliferaciócoincidiaambladetectadaquan
esbloquejavatotelprocésdesumoilació.
En conjunt, els resultats obtinguts en l’estudi funcional de BgSumo1 i BgSumo3
mostravenquelamajorpartdelsfenotipsobservatspelbloqueigglobaldelprocésdesumoilació









 (Hwang et al., 2009) i SF1 (Chen et al., 2004), entre d’altres. Recentment, en D.
melanogaster també s’ha comprovat la sumoilació d’EcR (Seliga et al., 2013; Watanabe et al.,
2010) ideUsp (Bielskaetal.,2012),homòlegdeBgRXR.Per totaixò,esvadecidirestudiar la
sumoilaciód’algunsdelsreceptorsnuclearsdeB.germanicadescritsfinsalmoment.Enprimer
llocesvaanalitzarlaseqüènciaproteicad’aquestsfactors,utilitzantelsuportinformàticonline
SUMOplot (Abgent, http://www.abgent.com/tools), la base de dades de modificacions
posttraduccionals Phosida (http://www.phosida.com) i el programa SUMOsp 2.0. Aquestes











els diferents animals. Les barres d’error indiquen l’ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferències













cèllules folliculars, en blau. (E) Nombre de cèllules folliculars en els oòcit basal d’animals Control i
BgSumo1i,justdesprésdelamudaimaginal.Lesbarresd’errorindiquenl’ESM(n=5).Elsasteriscsindiquen
diferènciessignificatives:p0.0005(ttest).(F)Superfíciemitjana(μm2)del’oòcitbasald’animalsControli










F1ambcadascunade les tresplataformesesva observarque totsaquests receptorsnuclears
contenienpotencialsllocsdesumoilació(figura4.I.21A).
Tot seguit,encollaboracióambelgrupde laDra. RosaBarrio (CICbioGUNE,Bizkaia),
expertsenl’estudid’aquestamodificaciópostraduccionalienlacercadeproteïnessumoilades,
es va analitzar la capacitat dels receptors nuclears de B.germanica d’unirse a Sumo. L’assaig
consistia en la traducció in vitro de cadascuna de les proteïnes que es volia analitzar, afegint
metionina marcada radioactivament (35SMetionina) a un sistema de transcripció/traducció.
Posteriorment s’afegia el SUMO1 humà, juntament amb totes les proteïnes necessàries per la
seva de conjugació (SAE1/2, UBC9) i s’analitzava la seva unió a la proteïna d’interès a través
d’ungeld’acrilamida.Tal i coms’observaa la figura4.I.21B,enabsènciadeSUMO1 i la seva
maquinària de conjugació s’obtenia una banda majoritària corresponent al pes de la proteïna
analitzadaencadacas:62.4kDaperBgEcRA,48.7kDaperBgRXRL,104kDaperBgE75A,68
kDaperBgHR3A,59.2kDaperBgHR3B2i65.5kDaperBgFtzF1.D’altrabanda,quans’afegien
SUMO1 i les proteïnes necessàries per la seva conjugació s’observaven, a més de la
corresponenta laproteïnadianaanalitzadaencadacas,unaomésbandesd’unamidamajor.
Aquest resultat indicava que BgEcRA, BgRXRL, BgE75A, BgHR3A, BgHR3B2 i BgFtzF1 eren
capaçosd’unirseaSumoencondicionsinvitro,elquesuggeriaqueaquestamodificaciópodria
serimportantperalcorrectefuncionamentd’aquestsreceptorsnuclearsenlatransducciódela
senyal de la 20E, que tal i com s’ha indicat anteriorment (apartat 4.I.3.1) es veia afectada





4.I.5 ANÀLISI FUNCIONAL DE BgSumo1 I BgSumo3 EN Drosophila
melanogaster
L’estudi funcional dels dos paràlegs Sumo de B. germanica mostrava que BgSumo1 és
essencialpeldesenvolupamentdelapanerolaielseupasal’estadiadult,mentrequel’absència
de BgSumo3 és compensada pel mateix BgSumo1. Aquests resultats, sumats al fet que D.







de gran quantitat d’eines que permeten la seva manipulació genètica d’una manera
relativament senzilla. Un exemple n’és el sistema Gal4UAS, utilitzat en aquest estudi, que













les tres (verd) plataformes utilitzades. Les seqüències estan representades en forma de barra,
proporcionalsalaquantitatd’aminoàcidsqueconformenlaproteïna,iambelsdiferentsdominisindicats
(A/BperlaregióNterminal;DBDpeldominid’unióaDNA;HRperlaregiófrontissa;LBDpeldominid’unió
a lligand; i F per la regió Cterminal). (B) Sumoilació in vitro de BgEcRA, BgRXRL, BgE75A, BgHR3A,
BgHR3B2iBgFtzF1.Alapartsuperiordecadagelesmostrenlesdiferentscondicionsalesquehaestat







ser l’ala, jaque l’absènciadedSmt3en lapartcentrald’aquestaestructura,utilitzanteldriver









normal, presentaven una mida similar a les ales control, i no s’observaven afectacions en les
regionsintervenanifusionsentrevenes(figura4.I.21D).




en l’ala, la sobreepressió de BgSumo3 aconseguia rescatar aquest fenotip, i totes les larves







manera ectòpica, mitjançant UASGFP, que s’utilitza de Control. En verd s’indica la zona controlada pel
driverutilitzatenaquestsexperiments,SalEPvGal4.Tambés’indiquenlesveneslongitudinalsII,III,IViV.
La punta de fletxa assenyala l’espai intervena IIIII. (B) Ala en la que s’ha silenciat l’expressió dedSmt3
mitjançant UASsmt3i. (C) Ala sense dSmt3 i expressió ectòpica de BgSumo1, a través de la línia









































mort del teixit responsable de la síntesi d’ecdisteroides, la glàndula protoràcica (veure
Introducció,figura1.11).Enelsdarrersanys,enellaboratoridelDr.DavidMartíns’hademostrat
quetotsaquestsprocessosmetamòrficsestanfinamentregulatsperunacomplexacascadade
receptors nuclears activada per la 20E (Cruz et al., 2006; Cruz et al., 2007; Cruz et al., 2008;
Maestroetal.,2005;ManéPadrósetal.,2008;ManéPadrósetal.,2010;ManéPadrósetal.,
2012; Martín et al., 2006). Aquesta cascada transcripcional, però, es troba també present en




això, es va fer una recerca de gens que estiguessin relacionats amb mort cellular, però que








4.II.1 CLONATGE I CARACTERITZACIÓ DE L’EXPRESSIÓ DEL GEN E93 DE
Blattellagermanica
4.II.1.1Clonatged’unfragmentdelgenE93deBlattellagermanica
E93 ésungenque codificaperun factorde transcripcióde la famíliade les proteïnes
Pipsqueak(Psq),queescaracteritzenperlapresènciad’undominipipsqueakd’unióaDNAdel
tipusHTH(del’anglèshelixturnhelix)(SiegmundandLehmann,2002).L’altgraudeconservació
d’aquest domini entre les diferents seqüències E93 d’insectes presents a la base de dades va
permetreeldissenyd’encebadorsdegeneratspertald’amplificareldominiPsqdelgenE93deB.
germanica(figura4.II.1A).D’aquestamaneraesvaobtenirunprimerfragmentde109pbque,
utilitzant la tècnicadel5’RACE (veureapartat3.4),esvaaugmentar finsauntotalde886pb








diverses seqüències E93 d’insectes (Ap: Acyrtosiphon pisum; Ph: Pediculus humanus; Bg: Blattella
germanica; Am: Apis mellifera; Tc: Tribolium castaneum; Dm: Drosophila melanogaster) i també del
nematodeCaenorhabditiselegansideLCoR(Liganddependentcorepressor),ortòlegd’E93enhumans.(B)





Un cop obtinguda la seqüència de BgE93 es va procedir a estudiarne l’expressió en
diversos teixits, mitjançat RTPCR en temps real (qRTPCR). Com que la funció d’E93 en D.
melanogasters’harelacionatamblamortdelaglàndulasalivaldurantlametamorfosi(Leeetal.,
2000),enprimerllocs’analitzàl’expressiódeBgE93enlaglàndulaprotoràcicadeB.germanica,
que passa per un procés de mort cellular programada durant la transició a l’estadi adult
semblantaldelaglàndulasalivaldelamosca(ManéPadrósetal.,2010).Talicoms’observaala





nimfal i augmentava considerablement en el darrer, presentant els seus nivells més elevats





segments toràcics, respectivament, que durant les fases nimfals es troben recobertes de
cutícula,dinsunamenad’estoigsanomenatswingpads.Eneltranscursdeladarrerafasenimfal
aquestes estructures alars passen per una fase d’activa proliferació i reestructuració cellular,
















en un que passa per un procés morfogenètic, suggeria que BgE93 podia estar implicat en el
control de tots els processos metamòrfics d’una manera global. Per això es va analitzar més
detalladamentl’activaciódelasevaexpressiódurantlatransicióaldarrerestadinimfal,període
en el que tenen lloc aquests canvis. Els teixits utilitzats per aquest estudi van ser la glàndula
protoràcica,lesales,l’epidermisielcosgras.L’epidermiséselteixitencarregatdelasíntesidela
cutícula,quepassadelcolornegrecaracterísticdelesfasesnimfalsalcolormarróclardel’estadi
adult (Willis et al., 2005). Aquest canvi de coloració representa una de les transformacions
metamòrfiquesmésvisiblesdeB.germanica.Elcosgras,perlasevabanda,éselprincipalòrgan





de lapenúltimafasenimfal (N5d6) iels tresprimersdiesde ladarrera fasenimfal (N6d0,d1 i
d2).Tal icoms’observaen lafigura4.II.3,esvacomprovarqueelsnivellsdeBgE93nopatien
gransvariacionsentreelquartielcinquèestadinimfalencapdelsteixitsanalitzats,mentreque
augmentaven considerablement, just després de l’entrada al darrer estadi nimfal, en els tres
teixits metamòrfics estudiats (glàndula protoràcica, ales i epidermis). Remarcablement, els
nivellsdeBgE93enelcosgrasnovariavenal llargdelesdiferentsfasesnimfals,mantenintse
baixos en tots els punts analitzats. Aquests resultats confirmaven l’activació de l’expressió de




Figura 4.II.3. Nivells d’expressió de BgE93 durant la transició al darrer estadi nimfal de Blattella
germanica. ExpressiódeBgE93 englàndulaprotoràcica, tegmines iales,epidermis i cosgras,mesurats
mitjançantqRTPCRendiferentsmomentsdeldesenvolupamentnimfaldeB.germanica:elquartdiade
nimfa 4 (N4d4), el darrer dia del penúltim estadi nimfal (N5d6) i els tres primers dies de l’última fase










va utilitzar un fragment d’RNA de doble cadena, de 318 pb, corresponent a una part de la













la glàndula protoràcica, les estructures alars i l’epidermis i es analitzar l’expressió de BgE93
mitjançantqRTPCR.Talicomesmostraalafigura4.II.4,aquestsnivellserensignificativament







van tractar femelles recent emergides al penúltim estadi nimfal, N5, amb 5 μg de dsMock (animals
Control) o 5 μg de dsBgE931 (animals BgE93i), i es van mesurar els nivells d’expressió de BgE93
(mitjançantqRTPCR)englàndulaprotoràcica,tegminesiales,iepidermissisdiesdesprésdelamudaal
darrer estadi nimfal, N6. Els valors estan normalitzats per l’expressió de BgActina5C i es mostren en
unitats arbitràries, assignant el valor de 1 als nivells dels individus Control. Les barres d’error indiquen










estadi nimfal, que es va anomenar nimfa 7 (N7) (taula 4.I.1 i figura 4.II.5). Aquestes nimfes
supernumeràries presentaven totes les característiques externes típiques d’una nimfa de B.
germanica: (1) coloració negra de la cutícula; (2) tegmines i ales sense desenvolupar,
embolcalladesenelswingpadstoràcics;(3)duesfrangesamplesdecolornegreenelpronot;i




perfectes, fins a assolir lanovena fasenimfal (N9) (figura 4.II.5 C). En aquest punt, molts dels
individus interferits presentaven diversos defectes de muda en les potes. Això feia que a
l’intentar la següent muda la majoria no aconseguissin desprendre’s de la cutícula i acabessin
morint. Uns quants, però, aconseguien completar aquesta nova muda (N10), tot i que





Tractament n Adults Arrestats
Nimfes
supernumeràries
Control 45 45(100%)  
BgE93i 68  3(4.4%) 65(95.6%)

Per tal de comprovar l’especificitat de la interferència, es va utilitzar un segon dsRNA
situat en una zona més a 5’ de la seqüència de BgE93 (dsBgE932; figura 4.II.4 A). Igual que
abans,esvaninjectarnimfesdepenúltimafaseamb5μgdedsMock(animalsControl)o5μgde
dsBgE932 (animalsBgE93i), iesvacomprovarqueaquestsúltimsmudavenaunestadinimfal







totes les característiques nimfals es va estudiar en detall el fenotip dels individus BgE93i. En
primerllocesvananalitzarelscanvismorfològicsqueesdonenenlescèllulesepitelialsdel’ala
durant el darrer estadi nimfal, que passen d’una conformació hexagonal (dia 04) a una











dsBgE931 (animals BgE93i) i es va analitzar el fenotip resultant. (A) Visió dorsal i ventral d’una nimfa
Control acabada d’emergir al darrer estadi (N6) i d’un adult Control, on s’observen les diferents
característiquesfenotípiquesd’aquestsdosestadis:colordelacutícula,estructuresalars,ampladadela
franja pronotal i cercs. (B) Visió dorsal i ventral d’una nimfa supernumerària N7 obtinguda silenciant
l’expressiódeBgE93desdeN5.La fletxanegraassenyalaelsestoigsquecontenen lesestructuresalars
(wingpads),lapuntadefletxanegraindicaelscercs,ilafletxagrisassenyalaelpronot,ons’observenles






cèllulesde l’epitelialarmantenienunaspecte totalmenthexagonaldurant tota la fasenimfal




iseguiatenint l’aspecteturgentcaracterísticde les fasesnimfals (figura4.II.B’’).Amés,seguia
produintecdisona,comhodemostraelfetqueaquestesnimfeserencapacesdetornaramudar.
Unaltredelsòrgansquepateixuncanvimetamòrficdurantlamudaal’estadiadultsónelsCA,
encarregats de la síntesi de l’HJ. Les cèllules que conformen aquest teixit passen d’un estat
d’activaproliferacióduranteldarrerestadinimfal,aunestatnoproliferatiudesprésdelamuda
imaginal(figura4.II.7CiC’).EnelsanimalsBgE93i,encanvi, lescèllulesdelsCAdelesnimfes
supernumeràries seguien proliferant activament (figura 4.II.7 C’’). A més, les cèllules dels CA
també pateixen un altre canvi una vegada iniciat l’estadi adult en B. germanica: comencen a
sintetitzargranquantitatd’HJ,necessàriaperlareproducciódelsindividusadults(Raikheletal.,
2005). Aquesta funció de l’HJ, que no s’ha de confondre amb la funció antimetamòrfica que
exerceixaquestahormonadurantelsdiferentsestadisnimfals,necessitad’unincrementdràstic
de l’expressió de BgHMGCoA sintasa (BgHMGS) i BgHMGCoA reductasa (BgHMGR), que




Enconjunt, totsaquests resultats indicavenque lesnimfessupernumeràries resultants
del tractament amb dsBgE931 presentaven, a més d’un aspecte fenotípic totalment nimfal,
totes les característiques fisiològiques pròpies dels estadis juvenils. Això confirmava, per tant,













Figura 4.II.7. Característiques nimfals dels animals BgE93i. Es van tractar femelles recent emergides al
penúltimestadinimfal(N5)amb5μgdedsMock(animalsControl)o5μgdedsBgE931(animalsBgE93i)i
es va analitzar el fenotip resultant. (AA’’) Anàlisi dels canvis morfològics que es donen en les cèllules






estadi nimfal. (B’) Glàndula protoràcica d’individu Control cinc dies després de la muda imaginal,
totalmentdegenerada.(B’’)Glàndulaprotoràcicad’unanimfaBgE93isupernumeràriacincdiesdesprésde






d’individus Control de N6d4 i Ad4, i d’individus BgE93i de N7d4. Els valors estan normalitzats per
l’expressió de BgActina5C i es mostren en unitats arbitràries, assignant el valor de 1 als nivells del
individus Control N6. Les barres d’error indiquen l’ESM (n=5). Els asteriscs indiquen una diferència
significativa: p0.005 (ttest). Les imatges mostrades en AA’’, BB’’ i CC’’ són representatives de sis
individusdecadatractament.Escales:20μmperA,A’iA’’;200μmperB,B’iB’’;50μmperC,C’iC’’.
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 En primer lloc es va estudiar si l’activació transcripcional de BgE93 era deguda a la
caigudadelsnivellsd’HJqueesdónadurantlatransicióN5N6.Peraixòesvautilitzarunanàleg




mateixa edat. Un dia després de la muda al darrer estadi nimfal (N6) se’ls van extreure les
estructuresalars,utilitzadescomamodelde teixitmetamòrfic, iesvanmesurarelsnivellsde









adulta i l’extensió incorrecta de tegmines i ales. D’altra banda, quan la dosi de metoprè
administradas’augmentavafinsals500nmolss’aconseguiaunajuvenilitzaciógairebécompleta
d’aquestsanimals,queerentotalmentfoscosinomésesdiferenciavend’unanimfawildtypeen
lazonamesotoràcica imetatoràcica,ons’observavaque lestegmines i lesalesnoarribavena
sintetitzarcorrectamentelswingpadsquerecobreixenaquestesestructuresdurantelsestadis








grau de juvenilització que s’obtenia mitjançant l’aplicació de les diferents dosis de metoprè
correlacionavaperfectamentambelsnivellsdeBgKrh1.Així, l’expressiód’aquestfactorenels
individus tractatsamb500nmolsdemetoprèeraequiparablea lapresentdurantelpenúltim





en canvi, tant la repressió de BgKrh1 com la juvenilització es donaven de manera parcial.
Finalment,enels individus tractatsamb10nmols,quenopatiencap juvenilitzacióaparent, la
caigudadels nivellsdeBgKrh1 eragairebé total (figura4.II.8B).Enconjunt,aquests resultats




Figura 4.II.8. Efecte del tractament amb metoprè al final del penúltim estadi nimfal. Es van tractar
femelles, tres dies després de la muda al penúltim estadi nimfal (N5), amb 1 μl d’acetona o 1 μl de





alsnivellsdels individusdecinquena fase tractatsambacetona(A)oalsnivellsdels individusdesisena
fasetractatsambacetona(B).Lesbarresd’error indiquen l’ESM(n=5).Elsasteriscs indiquendiferències




4.II.3.2 Efecte de la interferència deBgE93 sobre la caiguda dels nivells d’hormona juvenil i
BgKrh1
 Una vegada comprovat que la inducció de l’expressió de BgE93 no era deguda a la
caigudadelsnivellsd’HJesvaestudiarl’efectecontrari,ésadir,lapossibilitatqueBgE93fosel















juvenil iBgKrh1 .Esvantractar femellesrecentemergidesalpenúltimestadinimfal (N5)amb5μgde
dsMock(animalsControl)o5μgdedsBgE931(animalsBgE93i).(A)Esvanmesurarelsnivellsd’hormona
juvenil (HJ) en l’hemolimfa d’individus Control de penúltim (N5) i últim (N6) estadi nimfal i d’individus









ser el responsable dels caràcters juvenils en les nimfes supernumeràries BgE93i. Per tal
d’estudiaraquestapossibilitatesva injectardsBgE931enfemellesdedarrerestadinimfal,12
hores després de la muda a N6. Aquest nou disseny experimental permetia que es donés de
manera normal la desaparició de l’HJ i la repressió dels nivells de BgKrh1, tal i com es va
comprovartresdiesdesprésdeltractament(figura4.II.10AiB).Amés,elsnivellsd’expressióde
BgE93tambéhaviendisminuïtdràsticamentenaquestindividus,indicantqueeltractamentera
efectiu (figura 4.II.10 C). Remarcablement, en aquestes condicions d’absència d’HJ, BgKrh1 i
BgE93, les nimfes BgE93i mudaven igualment a un estadi nimfal supernumerari (N7) perfecte
(figura4.II.10D).Amés,delamateixamaneraquequaneltractamentambdsBgE931s’aplicava
a N5, aquestes nimfes no assolien mai l’estadi adult, arribant a generar fins a quatre estadis
nimfals supernumeraris (N10). Aquests resultats indicaven, doncs, que l’HJ i BgKrh1 no són
imprescindiblespelmantenimentdelscaràctersnimfalsenabsènciadeBgE93.Peraltrabanda,
confirmaven que l’absència d’HJ i de BgKrh1 no és suficient per assolir l’estadi adult. En















































 En els insectes holometàbols el pas de l’estadi juvenil a l’estadi adult comporta una
transformació molt més radical que en el cas dels insectes hemimetàbols, ja que implica la





a partir de primordis que durant els estadis larvaris contribueixen a la formació de les
estructures larvàries, com per exemple el tracte digestiu, o a partir de l’estructura larvària
sencera, com és el cas de la pota (Suzuki et al., 2009; Truman and Riddiford, 2002). Un cop
iniciada la prepupa les cèllules imaginals proliferen i canvien la seva conformació cellular,
formant lesestructurespupals.Aquestes,alseutorn,s’acabarandediferenciardurant l’estadi
depupaperdonarllocal’individuadult(veureIntroducció,figura1.13).EnD.melanogaster,en
canvi, la majoria de les estructures adultes es formen a partir de discs imaginals. Aquests, a
diferènciadelsprimordisdeT.castaneum,noformenpartdel’estructuralarvària,icomencena
proliferarquans’iniciaelperíodedelarva(MadhavanandSchneiderman,1977).Alprincipidela
metamorfosi aquests discs everteixen i formen les estructures de la pupa, que s’acaben de
diferenciardurantaquestafaseperdonaralloclesestructuresadultes.
En el següent capítol es mostren els estudis funcionals duts a terme en aquests dos
insectes holometàbols per tal de comprovar si la funció d’E93 com a especificador adult




4.III.1 CARACTERITZACIÓ FUNCIONAL D’E93 DURANT LA METAMORFOSI
DETriboliumcastaneum
4.III.1.1CaracteristíquesdelgenE93enTriboliumcastaneum
 ElgenquecodificaperTcE93es trobaenel locus LOC655012del cromosoma9deT.




darrera fase larvària (L7), que inclou el període de formació de la pupa (prepupa), i l’estadi
pupal. Es van escollir aquestes fases del desenvolupament perquè abracen tot el període
metamòrfic. Com es pot veure a la figura 4.III.2, els nivells de TcE93 augmentaven durant els
primersdiesdeL7 (finsa18vegadesadia2 respectea l’expressióa l’inicide la fase,L7d0), i
aquestincrementesfeiamoltmésacusatdurantlaprepupa(100vegadesmajorjustabansde
pupar).L’expressiódeTcE93seguiaaugmentantfinsalsegondiadelafasepupal(300vegades),














Figura 4.III.2. Estudi de l’expressió de TcE93 al llarg del període metamòrfic de Tribolim castaneum.
Patrons d’expressió de TcE93, analitzats mitjançant qRTPCR, durant l’última fase larvària (inclosa la
prepupa)ilapupa.Percadascunadelesedatsindicadeselsnivellsesvanmesurarapartirdel’mRNAtotal





 Perestudiar la funcióde TcE93durant lametamorfosideT. castaneum esvautilitzar,






resta de larves TcE93i, el 12.1 % intentaven mudar però no aconseguien desprendre’s de la
cutícula larvària,aturantelseudesenvolupamentdurant la faseprepupal.Extraient lacutícula
demaneramanualespodiacomprovarqueaquestesindividustenienunaspectepupalihavien












Control 128 11(8.6%)   117(91.4%)






de la regió codificant de TcE93, on es marca en gris el domini Pipsqueak (Psq). La regió utilitzada per
generar eldsRNA s’indicacom adsTcE93. (BF) Efecte del silenciament deTcE93durant la darrera fase
larvària (L7). Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 μg/μl dedsMock (animals
Control)o5μg/μldedsTcE93(animalsTcE93i),iesvaobservarl’efectedeltractamentsobrelaformació
de lapupa.(B)Visióventrald’un individuControlrecentpupat. (CD)Visiódorsal (C) iventral (D)d’una
larvaTcE93isupernumerària(L8)recentmudada.Lesfletxesassenyalenelcreixementmoderatobservat
en les zones de l’èlitre i l’ala. (E) Visió ventral d’un individu TcE93i que no ha aconseguit completar la
muda pupal, al qual se li ha extret manualment la cutícula larvària.  Les puntes de fletxa indiquen la
formació de les èlitres i les ales. (F) Visió ventral d’un individu TcE93i recent pupat que presenta un
aspecte normal. (G) Es van mesurar els nivells d’expressió de TcE93, mitjançant qRTPCR, en animals
ControlienlarvessupernumeràriesipupesTcE93idelesedatsassenyalades.Elsvalorsestannormalitzats






deTcE93, es van mesurar aquests en les larves supernumeràries i les pupes TcE93i. Tal i com
s’observa en la figura 4.III.3 G, l’expressió de TcE93 es veia dràsticament reduïda en tots dos
casos, en comparació amb els nivells presents en una pupa Control recent emergida. A més,





En un anàlisi més detallat dels individus TcE93i que mudaven a un estadi larvari
supernumerari(L8)esvacomprovarque,aexcepciódelmodestcreixementobservatenlazona
de les èlitres i les ales, no presentaven cap dels canvis morfològics que es donen durant la
formaciódelapupa.Així,nopresentavengintraps,estructuresdefensivesexclusivesdel’estadi
pupalquees trobena lapart lateralde l’abdomen, ielsurogomphis tenienunaspecte larvari
(figura4.III.4AA’’).Amés,lespotes,antenes,mandíbulesimaxillestambéseguienmostrantla
morfologia característica dels estadis larvaris (figura 4.III.4 BE’’). Cap d’aquestes estructures
haviainiciat,doncs,latransformacióquetéllocdurantelperíodeprepupal.D’altrabanda,tali
coms’haassenyalatprèviament,aquesteslarvessupernumeràriesmostravenunareducciódels











mai l’estadi adult, ni presentaven cap dels canvis de pigmentació característics del final del
període pupal (figura 4.III.6 A). Per això es va decidir fer un anàlisi més detallat de les potes,
antenes,mandíbulesimaxillesd’aquestsindividus,cincdiesdesprésdelamudaal’estadipupal.
La presa de mostres en aquest punt (just abans de la muda a l’estadi adult, després de
completarsel’apòlisi)permetiaestudiarelgraudediferenciacióassolitperaquestesestructures
durant el període pupal. Tal i com es mostra a la figura 4.III.6 D, en les potes dels individus
Control s’observava la cutícula pupal i, a l’interior d’aquesta, la pota adulta perfectament
formada, amb un grau de segmentació i pigmentació que indicaven que les transformacions






Figura 4.III.4. Estudi fenotípic de les larves supernumeràries (L8) obtingudes pel tractament amb
dsTcE93.Esvan injectar larvesrecentemergidesa ladarrera fase (L7)amb5μg/μldedsMock (animals
Control) o 5 μg/μl de dsTcE93 (animals TcE93i), i es va analitzar la morfologia de les estructures dels
individus TcE93i que mudaven a un estadi larvari supernumerari. (AA’’) Detall de la zona posterior de
l’abdomen,enposiciódorsal,delarves(A)ipupes(A’)Control,aixícomdelarvesTcE93isupernumeràries













unaestructura ipigmentació totalmentadultes,enels individusTcE93imantenien l’estructura




larves recent emergides a la darrera fase (L7) amb 5 μg/μl de dsMock (animals Control) o 5 μg/μl de






manualment la cutícula pupal d’aquesta zona i es van analitzar les diferents estructures
mitjançantmicroscopiaeletrònicaderastreig.D’aquestamaneraesvacomprovarque,mentre
els individus Control mostraven unes estructures totalment adultes, els TcE93i exhibien una
repeticiódelesestructurespupals(figura4.III.6HJ’).Enprimerllocpresentavenunnouparell
d’urogomphis pupals, que en condicions normals desapareixen després de la muda a adult
(figura 4.III.6 HH’). També tenien gin traps a la part lateral de l’abdomen, estructures
específiques de l’estadi pupal (figura 4.III.6 B, II’). Per últim, mentre que en els Control












negra). (C)Nivellsd’expressiódeTcCPR27enpupesControl iTcE93icincdiesdesprésde l’inicid’aquest
estadi,analitzatsmitjançantqRTPCR.Elsvalorsestannormalitzatsperl’expressiódeTcRpL32.Lesbarres
d’errorindiquenl’ESM(n=3).Elsnivellsesmostrenenunitatsarbitràries,assignantelvalor1al’expressió
dels individus Control. L’asterisc indica diferències significatives: p0.05 (*) (ttest). (DJ’) Anàlisi
morfològicdelesestructuresdepupesControliTcE93icincdiesdesprésdel’entradaapupa.(DG’)Visióa











activació no es produïa, confirmant que l’absència de TcE93 impedeix l’inici del programa
genèticadult(figura4.III.6C).






més, en el capítol anterior s’ha demostrat que la disminució dels nivells de BgKrh1 durant la
darrera fase nimfal de B. germanica, imprescindible per passar a l’estadi adult, depèn de la
presència de BgE93. Per tot això, es va voler comprovar si la repressió de TcKrh1 i TcBr es
donava correctament en els individus sense TcE93. Remarcablement, tal i com s’observa a la
figura4.III.7,l’expressiód’aquestsdosfactorsdetranscripcióesmanteniaelevadaenlespupes
TcE93i, indicantqueTcE93és l’encarregatd’eliminarne l’expressiódurant l’estadipupaldeT.
castaneum.
Donada la conservació de la funció repressora d’E93 sobre els nivells de Krh1 en B.
germanica i T. castaneum, es va decidir estudiar si la capacitat repressora d’E93 sobre Br
observadaenT.castaneumesdonavatambéenB.germanica.Demaneradestacable,totique
Brnotéunafunciómetamòrficaenelsinsecteshemimetàbols,sinóquenoméstéunpaperenla
regulació del creixement de l’ala (Erezyilmaz et al., 2006; Huang et al., 2013), s’observà que
l’expressió de BgBr es mantenia elevada durant el darrer estadi nimfal en absència de BgE93
(figura 4.III.7 C). Tots aquests resultats indicaven, doncs, que la funció repressora d’E93 sobre





de microscopia electrònica de rastreig dels mateixos animals un cop retirada la cutícula pupal. (HH’)
Detall de la zona posterior de l’abdomen. La fletxa assenyala la presència d’urogomphis pupals
supernumerarisenelsindividusTcE93i.(II’)Detalldelazonalateraldel’abdomen,ons’assenyalenamb
una fletxa els gin traps ectòpics dels animals TcE93i. (JJ’) Visió de la cutícula ventral de l’abdomen. (J)







germanica. Es van injectar larves de T. castaneum recent emergides a la darrera fase amb 5 μg/μl de
dsMock (animals Control) o 5 μg/μl de dsTcE93 (animals TcE93i) i es van analitzar els individus que












Per tal de confirmar que la incapacitat dels animals tractats amb dsTcE93 de
transformarseenadultseradegudaalafuncióqueTcE93exerceixdurantl’estadipupal,esvan
tractarpupesrecentemergidesamb5μg/μldedsMock(Control)odedsTcE93(TcE93i),iesva




cutícula pupal, mostrava novament la duplicació de les estructures pupals (figura 4.III.8 EG’).
Així, s’observava la formació d’un nou parell d’urogomphis (figura 4.III.8 EE’) i de gin traps
(figura 4.III.8 FF’), i la superfície de la cutícula abdominal no presentava la microescultura
característica de la cutícula adulta, tot i que s’observava la presència de nombrosos pèls
sensitius(figura4.III.8GG’).Aquestsresultatsconfirmaven,doncs,laformaciód’unestadipupal
supernumerari degut a l’absència de TcE93 durant el període pupal. D’altra banda, tal i com
passava en els individus tractats des de l’inici del darrer estadi larvari, els nivells de TcBr es
mantenien elevats (figura 4.III.8 C). L’expressió de TcKrh1, en canvi, disminuïa de manera














dies després del tractament. Per dur a terme aquest estudi morfològic la cutícula pupal es va extreure
manualment. (EE’) Zona posterior de l’abdomen, on la fletxa assenyala la presència d’urogomphis






4.III.2 CARACTERITZACIÓ FUNCIONAL D’E93 DURANT LA METAMORFOSI
DEDrosophilamelanogaster
 UnavegadacomprovatquelafunciódelfactordetranscripcióE93comaespecificador
adult estava conservada en l’holometàbol basal T. castaneum, es va estudiar si aquesta
conservacióesdonavatambéenunholometàbolmoltmésmodificat,eldípterD.melanogaster.





inducedprotein93F, en referènciaal locusqueocupaenelbraçRdel cromosoma3d’aquest
dípter), conté dues isoformes: DE93A i DE93B. L’mRNA de DE93A consta de 12020 parells de
bases, amb una regió 3’ UTR molt extensa, i codifica per una proteïna de 1165 aminoàcids.
DE93B conté 4438 parells de bases i la seva traducció proporciona una proteïna de 1188
aminoàcids. Aquestes dues isoformes difereixen només en les regions 5’ i 3’ UTR dels seus





substancialment ja des de l’inici del període prepupal, mentre que els nivells de DE93B
començaven a augmentar una mica més tard. L’expressió d’ambdues isoformes seguia
incrementantfins12horesdesprésdel’inicidelperíodepupal,momentenelqualcomençaven





 Per tal d’estudiar la funció de DE93 durant la metamorfosi de D. melanogaster es va
utilitzarelsistemaGal4UAS(BrandandPerrimon,1993),quepermetiasilenciar l’expressióde
lesdues isoformesd’aquestgenentotselsteixitsde l’organisme.Peraixòesvaferserviruna
línia transgènica que expressava una construcció d’RNA d’interferència de DE93 (UASDE93i,
línia KK108140, Viena Drosophila RNAi Center, VDRC), juntament amb una soca ActGal4 que
conteniaelpromotordelgenActina5Ciquepermetial’expressiódel’RNAidemaneraubiquai







Figura 4.III.9. Estructura i nivells d’expressió del gen E93 de Drosophila melanogaster. (A) Mapa




del cicle es va utilitzar l’mRNA total de 5 individus de la soca Oregon R (ORR). En l’eix d’abscisses






l’inici del període prepupal), en individus Control (+;UASDE93i) i DE93i (ActGal4;UASDE93i).
Així, es va comprovar que la quantitat d’mRNA de les dues isoformes, DE93A i DE93B, era
significativament menor en els DE93i (figura 4.III.10 A). Tot seguit es va analitzar el fenotip
d’aquestsindividus,observantqueprogressavendemaneranormaldurantl’embriogènesiitot
el desenvolupament larvari. A més, l’eversió dels discs i la progressió del període prepupal
també es donaven correctament. Un cop formada la pupa, però, s’aturava el seu
desenvolupament, tot i que els animals no morien (figura 4.III.10 A i B). Així, no s’observaven
canvis en la pigmentació de les seves estructures, indicatius de la diferenciació adulta, ni
s’assolia mai l’estadi adult. Aquests resultats indicaven que, igual que en B. germanica i T.






El primer codifica per una proteïna essencial per a la deposició de la cutícula pupal, i la seva
expressióesrestringeixalperíode immediatamentanterioraaquestprocés,ésadir,12hores
després de la formació del pupari (Fechtel et al., 1988).DAcp65Aa, en canvi, codifica per una
proteïnadecutículaadulta, is’expressadurant ladarrerapartde l’estadipupal (Charlesetal.,













nivells dels individus Control. Les barres d’error indiquen l’ESM (n=3). Els asteriscs indiquen diferències
significatives:p0.005(**)(ttest).(DE)Nivellsd’expressiódelgendecutículapupalDEdg78E(D)idelde
cutícula adulta DAcp65A (E) en individus Control i DE93i, analitzats mitjançant qRTPCR. Els valors
obtingutsesvannormalitzarambl’expressiódeDRpL32 iesmostrenenunitatsarbitràries,assignantel





Així doncs, la funció d’E93 com a especificador adult descrita en l’hemimetàbol B.
germanica i l’holometàbol basal T. castaneum està conservada també en D. melanogaster,
insecte holometàbol molt modificat. En els dos primers, a més, E93 controla la repressió dels
factorsdetranscripcióKrh1iBr,queesdónauncopiniciatl’estadiprevial’adult(l’últimestadi
nimfal en hemimetàbols i l’estadi pupal en holometàbols). Per tal de comprovar si aquesta
funciód’E93tambéestavaconservadaenD.melanogasteresvanmesurarelsnivellsd’expressió
de DKrh1 i DBr en diferents moments del període pupal d’individus Control (+;UASDE93i) i
DE93i (ActGal4;UASDE93i). Tal i com s’observa en la figura 4.III.11 A, els nivells de DBr es
mantenienaltsenlespupesDE93i,confirmantquelafunciórepressorad’E93sobrel’expressió
deBrestàconservadaenD.melanogaster.Encanvi,elsnivellsdeDKrh1siquedisminuïende




DBr i (B) DKrh1 en individus Control (+;UASDE93i) i DE93i (ActGal4;UASDE93i), analitzats mitjançant
qRTPCRinormalitzantambl’expressiódeDRpL32.Elsnivellsesmostrenenunitatsarbitràries,assignant
elvalorde1al’expressiódelsindividusControlde72hores.Lesbarresd’errorindiquenl’ESM(n=3).En




























 Els insectes holometàbols van aparèixer a partir d’ancestres hemimetàbols fa uns 300
milionsd’anys(Kristensen,1999).Aquestatransiciócapalametamorfosicompletavacomportar
l’apariciód’unnouestadieneldesenvolupamentpostembrionari,lapupa.Dosdelsfactorsque
esconsiderenclauperalprocésd’aparicióde lapupasón: (1) la reaparicióde l’HJal finaldel




 L’holometàbol basal T. castaneum és un model ideal per a l’estudi dels mecanismes
moleculars que han permès l’aparició de la metamorfosi completa, ja que presenta un
desenvolupamentrepresentatiudels insectesambaquestaestratègiametamòrfica,alhoraque
és filogenèticament proper als insectes amb desenvolupament hemimetàbol. Per això, en el
















larves acabades de mudar a aquest estadi. En primer lloc es va comprovar que el tractament
provocavaunadisminuciósignificativadelsnivellsd’expressiódeTcKrh1enels individusTcKr
h1i (figura 4.IV.1 G). Tot seguit, es va procedir a analitzar el fenotip resultant d’aquest
tractament. Així, es va observar que mentre les larves Control pupaven correctament sis dies
després del tractament, la majoria de larves TcKrh1i no pupaven, mantenintse en l’estadi
prepupal (taula 4.IV.1 i figura 4.IV.1). Quan s’extreia la cutícula larvària d’aquests animals s’hi








Tractament n Mortalitatlarvària Pupa Arrestprepupal
Control 90 12(13.3%) 78(86.7%) 
TcKrh1i 144 18(12.5%) 17(11.8%) 109(75.7%)

Amb l’objectiu d’analitzar en detall els animals TcKrh1i es van seleccionar diversos
individusvuitdiesdesprésdeltractamentise’lsvaextreurelacutículalarvària.Totseguitesvan
observar diverses de les seves estructures mitjançant microscopia eletrònica de rastreig,




adultes, ien lapartdistalde l’apèndixs’hiobservavenelsganxosadultsperfectamentformats
(figura 4.IV.2 AA’’’). Les antenes també estaven completament segmentades i recobertes de
cutícula adulta, malgrat que presentaven pocs pèls sensorials (figura 4.IV.2 BB’’’). El mateix
passavaambelspalps i les lacíniesdelesmaxilles(figura4.IV.2CC’’’).Per lasevabanda, l’ull
compost adult, que en condicions normals es forma durant l’estadi pupal, apareixia de forma
prematuraenleslarvesTcKrh1i,totiqueambunaquantitatd’ommatidislleugeramentinferior
(figura 4.IV.2 DD’’’). La superfície de l’èlitre també mostrava la microescultura típica de la
cutículaadulta,totiquenos’hiobservavenelspèlssensorialscaracterístics(figura4.IV.2EE’’’).
D’altrabanda,aquestsindividuspresentavenurogomphisenlapartposteriordel’abdomen,toti
que eren més curts i pigmentats que els de les pupes Control (figura 4.IV.2 FF’’’). En la part
lateral de l’abdomen també s’observava la presència de gin traps, estructures exclusives de
l’estadi pupal (figura 4.IV.2 GG’’’). Finalment, la superfície de la cutícula abdominal, tot i




prematura en els apèndix i les estructures del cap i el tòrax. En l’abdomen, per altra banda,
provocavaunaaspecteentrelarvari,pupaliadult.
Per tal de comprovar que en absència de TcKrh1 s’avançava l’activació del programa genètic
adult es van mesurar els nivells del gen de cutícula adulta TcCPR27, utilitzat com a marcador
molecular del pas a l’estadi imaginal. D’aquesta manera es va observar que l’activació
transcripcional d’aquest gen es produïa de manera prematura al final de l’estadi larvari dels
individus TcKrh1i (figura 4.IV.3 C), indicant que en aquests animals el programa genètic adult
s’iniciavadurantelperíodeprepupal.Aquestaaparicióprematuradegensicaràctersadultsen
els individus tractats amb dsTcKrh1 suggeria alteracions en els nivells de TcE93, descrit en
aquest treball com l’especificador adult de T. castaneum. Per tal de comprovarho, es van
mesurar els nivells d’expressió d’aquest factor durant el període prepupal en larves Control i
TcKrh1i,observantqueelsnivellsdeTcE93augmentavenprematuramentenabsènciadeTcKr
h1 (figura 4.IV.3 A). Finalment es van mesurar els nivells de TcBr, essencial per a la correcta
Anàlisimoleculardel’apariciódelametamorfosicompletaResultatsCapítolIV135
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dies després del tractament la pigmentació adulta a la zona del cap i el tòrax era total. (G) Anàlisi dels
nivells d’expressió de TcKrh1, analitzats mitjançant qRTPCR, en individus Control i TcKrh1i cinc dies



















 Els resultats obtinguts després del tractament amb dsTcKrh1 suggerien que la
diferenciació precoç observada en aquests individus podia ser deguda a l’avançament de
l’expressió de TcE93 durant la fase prepupal. Per tal de contrastar aquesta hipòtesi es van
injectar 4 μg/μl de dsMock (animals Control) o 4 μg/μl de dsTcKrh1 + 4 μg/μl de dsTcE93




Figura 4.IV.2. Efecte de l’absència de TcKrh1 en la formació de les estructures pupals de Tribolium
castaneum. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 μg/μl de dsMock (animals




















normal, revertint l’efecte de diferenciació adulta prematura que s’observava en els individus
TcKrh1i(figura4.IV.4Bitaula4.IV.2).D’altrabanda,el41.8%delsindividusarrestavendurant
el període prepupal, sense aconseguir completar la muda. Aquests, un cop extreta la cutícula







Figura 4.IV.4. Efecte del silenciament simultani de TcKrh1 i TcE93 durant el darrer estadi larvari de
Triboliumcastaneum. Esvaninjectar larvesrecentemergidesa ladarrerafaseamb4μg/μldedsMock
(animals Control) o 4 μg/μl de dsTcKrh1 i 4 μg/μl de dsTcE93 (animals TcKrh1i+TcE93i) de manera
simultània, iesvaobservar l’efectedeltractamentsobre la formacióde lapupa. (A)Visióventrald’una
pupaControlacabadademudar.(B)Visióventrald’unapupaTcKrh1i+TcE93iacabadademudar.(C)Visió
lateral d’un individu TcKrh1i+TcE93i que no ha aconseguit mudar vuit dies després del tractament
mostrantunaspectepupaluncopextretamanualmentlacutículalarvària.Lamagnificació,quecorrespon

















Control 47 9(19.1%)  38(80.9%)  
TcKrh1i
TcE93i
110 11(10%) 7(6.4%) 45(40.9%) 46(41.8%) 1(0.9%)


Figura 4.IV.5. Efecte del silenciament simultani de TcKrh1 i TcE93 en la formació de les estructures
pupalsdeTriboliumcastaneum.Esvaninjectarlarvesrecentemergidesaladarrerafaseamb4μg/μlde











apèndixs (potes, antenes, mandíbules i maxilles) presentaven un aspecte totalment pupal, ja
que no estaven ni segmentats ni pigmentats (figura 4.IV.5 BE’). A més, s’hi observava la
presència d’urogomphis pupals i de gin traps perfectament formats (figura 4.IV.5 AA’). Tot
seguitesvanmesurarelsnivellsdelgendecutículaadultaTcCPR27,queenleslarvesTcKrh1i
s’activavendemaneraprecoçdurantelperíodeprepupal.EnelsindividusTcKrh1i+TcE93i,en
canvi, aquesta activació no es donava, indicant que en absència de TcE93 no s’iniciava el









Figura 4.IV.6. Efecte del silenciament simultani deTcKrh1 iTcE93 en els nivells d’expressió deTcBr i
TcCPR27. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 4 μg/μl de dsMock (animals
Control)o4μg/μldedsTcKrh1i4μg/μldedsTcE93(animalsTcKrh1i+TcE93i)demanerasimultàniaies
va mesurar l’expressió de (A) TcBr i (B) TcCPR27, mitjançant qRTPCR. Els valors estan normalitzats per





4.IV.2 CARACTERITZACIÓ DE LA FUNCIÓ DE TcBr EN LA DIFERENCIACIÓ
ADULTA
Tal i coms’haexplicatenapartatsanteriors, l’absènciadeTcBrduranteldarrerestadi
larvari de T. castaneum provoca l’aparició d’individus amb una barreja de caràcters larvaris,
pupalsiadults,fetpelqualsel’haanomenatl’especificadorpupal(KonopovaandJindra,2008;
Parthasarathy et al., 2008; Suzuki et al., 2008). D’altra banda, en el capítol 4.III d’aquesta tesi




de caràcters adults en absència de TcBr, es va decidir estudiar la relació entre aquests dos
factors.
 Enprimerllocesvaanalitzarelfenotipresultantdel’eliminaciódel’expressiódeTcBr,
per tal de reproduir els resultats obtinguts pels laboratoris dels Drs. Marek Jindra i Lynn
Riddiford. Per això es van injectar larves recent mudades al darrer estadi larvari amb dsTcBr
(individusTcBri),aunaconcentracióde5μg/μl.ComaControlesvaninjectarlarvesamb5μg/μl
de dsMock. D’acord amb els resultats publicats, la interferència de TcBr produïa dos fenotips
diferents (taula 4.IV.3). D’una banda, el 43 % de les larves mudaven a un estadi pupal que
presentavaunabarrejadecaracterístiques larvàries,pupals iadultes (figura4.IV.7B).Aquests
individus movien constantment les potes i l’abdomen, fet inusual durant l’estadi pupal de T.












fase larvària deTribolium castaneum. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5
μg/μl de dsMock (animals Control), 5 μg/μl de dsTcBr (animals TcBri) o 4 μg/μl de dsTcBr i 4 μg/μl de
dsTcE93(animalsTcBri+TcE93i)demanerasimultània,iesvaobservarl’efectedelsdiferentstractaments
sobre la formació de la pupa. (A) Visió ventral d’una pupa Control acabada de mudar. (B) Visió ventral
d’unapupaTcBriquepresentaunaspecteinusual,amblesalesanormalmentinfladesiméspetitesqueen
lespupesControl(fletxablanca).(C)Visióventrald’unanimalTcBriquesetdiesdesprésdeltractamentno
ha aconseguit desprendre’s de la cutícula larvària. (D, E) Visió ventral d’individus TcBri+TcE93i. Sis dies
desprésdeltractament,alguneslarvesaconseguienpupar(D)ambunaspectesemblantalespupesTcBri,




















Control 93 7(7.5%)  86(92.5%)  
TcBri 106 5(4.7%)   46(43.4%) 55(51.9%)








l’observat en les larves TcBri (taula 4.IV.3, figura 4.IV.7 i 4.IV.8). Així, el 28.1 % dels individus
TcBri + TcE93i mudaven a una pupa que movia constantment les potes i l’abdomen, i que
presentava una mescla de característiques larvàries, pupals i adultes (figura 4.IV.7 D). D’altra
banda, aproximadament la meitat de les larves d’aquest tractament aturaven el seu
desenvolupament durant l’estadi quiescent (figura 4.IV.7 E). Extraient la cutícula larvària
d’aquests individus de manera manual es podia veure que també presentaven una barreja de
característiques larvàries,pupals iadultes.L’abdomen,ambunaformamésomenyspupal,no
presentavagintraps,ielsurogomphistenienunamorfologiaentrelarvàriaipupal(figura4.IV.8
A’’, B’’ i Introducció figura 1.13). Les potes estaven parcialment segmentades i pigmentades,
peròelstarsoserenmoltcurtsielsganxosnoestavenbenformats(figura4.IV.8C’’).Lesantenes
i les maxilles també estaven parcialment segmentades, però no presentaven els pèls
característicsdelafaseadulta(figura4.IV.8D’’iE’’).Lesmandíbulesestavenpigmentades,però
notenienunaestructuraadulta(figura4.IV.8F’’).Enconclusió,aquestsresultatsmostravenque
el tractament simultani de dsTcBr i dsTcE93 no impedia la diferenciació adulta parcial que
provocava l’absència de TcBr, ja que els fenotips obtinguts en ambdós tractaments eren
pràcticamentidèntics.
 Tot seguit, per tal de comprovar que la interferència estava essent efectiva es van







(animals Control), 5 μg/μl de dsTcBr (animals TcBri) o 4 μg/μl de dsTcBr i 4 μg/μl de dsTcE93 (animals
TcBri+TcE93i) de manera simultània, i es va observar l’efecte del tractament sobre la formació de les
estructurespupals.Peraquestanàlisiesvanutilitzarelsanimalsquenohavienaconseguitcompletar la
mudapupalalcapdesisdiesdel tractament. (AA’’)Visióventralde lapartposteriorde l’abdomende
pupes Control (A) i d’individus TcBri (A’) i TcBri+TcE93i (A’’), on s’observa la presència d’urogomphis
(fletxes blanques). (BB’’) Detall de la zona lateral de l’abdomen, on s’observen gin traps en les pupes
Control (B) (fletxa negra) però no en els individus TcBri (B’) i TcBri+TcE93i (B’’). (CC’’) Potes, (DD’’)




reduïda després dels dos tractaments, tal i com s’esperava (4.IV.9 A). Per la seva banda, els
nivells de TcE93 també eren significativament menors en els individus TcBri + TcE93i.
Sorprenentment,però, l’expressiódeTcE93 eraanormalmentbaixaen lespupesTcBri (figura




cutícula adulta, TcCPR27, no s’activava prematurament en cap dels dos tractaments, indicant
queelprogramagenèticadultnos’iniciavacompletamentenaquestsindividus(figura4.IV.9C).
En conclusió, tots aquests resultats indicaven que els caràcters adults observats en
absènciadeTcBrnoerendegutsal’accióprematuradeTcE93,suggerintqueladesaparicióde




Figura 4.IV.9. Efecte de l’absència de TcBr i del silenciament simultani deTcBr i TcE93 en els nivells
d’expressió deTcBr,TcE93 iTcCPR27. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5

























5.I LA SUMOILACIÓ EN EL DESENVOLUPAMENT DE L’INSECTE
HEMIMETÀBOLBlattellagermanica
Enel capítol 4.I s’hanmostratels resultatsde l’estudi funcionalde la sumoilacióenel
desenvolupament nimfal de B. germanica. Fins ara els estudis d’aquesta modificació
posttraduccional en els insectes s’havien centrat exclusivament en el dípter D. melanogaster,
que contràriament a la panerola presenta un desenvolupament holometàbol. Aquesta mosca
contéunsolgenSumo,Smt3,mentrequeelgenomad’altresinsectesmenysevolucionatscom




 L’estudi filogenètic dut a terme en aquest treball, utilitzant totes les seqüències
proteiques Sumo presents a les bases de dades, ha permès constatar que els insectes
hemimetàbolscontenendosgensSumo(figura4.I.3).D’aquests,uns’agrupa,perlasevaelevada




base de dades tres seqüències molt semblants (difereixen només en algunes insercions o
delecions) que s’agrupen amb els SUMO1, i cinc seqüències més que s’agrupen amb els
SUMO2/3. Aquest elevat nombre de seqüències Sumo en A. pisum es podria atribuir a errors










desprèn que el gen paràleg Sumo1 es va perdre en algun moment de l’evolució dels insectes
posterioraladivergènciadelshimenòpters,peròanterioraladelscoleòpters.
D’altra banda, el fet que els insectes més ancestrals continguin, a més de Sumo3, un
paràlegSumo1moltméssemblantalSUMO1humàquealSUMO3 (enelcasdeB.germanica,
BgSumo1té63%d’identitatambSUMO1i42%ambSUMO3),suggereixqueladuplicaciódelgen







que els anàlisis filogenètics indiquen que la família de gens Sumo s’ha expandit de manera
independentenelsregnesanimalivegetal(vandenBurgetal.,2010).
 Pel que fa a les característiques de les seqüències BgSumo1 i BgSumo3, ambdues












que els dos paràlegs s’expressen en tots els teixits analitzats (cos gras, glàndula protoràcica,
cervell,CA,tubdigestiuiovari)(figura4.I.4).Amés,englàndulaprotoràcicaaquestsnivellseren
bastantconstantsalllargdelsdarrersestadisnimfals.EnD.melanogaster l’expressiódedSmt3
tambéésubiqua iesdónaal llargde toteldesenvolupamentde l’animal,essentméselevada
durantl’embriogènesiienlafemellaadulta,sobretotdurantl’oogènesi(Hashiyamaetal.,2009;
Huang et al., 1998; Talamillo et al., 2008b). Alguns dels gens que codifiquen pels enzims
encarregats de la via de conjugació de dSmt3, com Ulp1, Aos1, Uba2 o lesswright, també
s’expressen majoritàriament en l’embrió, les gònades de les femelles adultes i els teixits
indiferenciats (Talamilloetal.,2008b).Per la sevapart,elsSUMO1,SUMO2 iSUMO3 humans
s’expressenentotselsteixits,mentrequeSUMO4estrobafonamentalmentaronyons,nòduls
limfàticsimelsa(Bohrenetal.,2004;GeissFriedlanderandMelchior,2007).
En aquest treball també s’ha observat que tant BgSumo1 com BgSumo3 es localitzen
majoritàriamentenelnucliencèllulesS2deD.melanogaster,totiquetambéestrobaven,en
menor quantitat, en el citoplasma (figura 4.I.5). De manera destacable, la proporció entre
proteïna nuclear i citoplasmàtica era significativament major en el cas de BgSumo3. Aquesta
localitzaciónucleardelsSumodeB.germanica s’adiuperfectamentambel fetquemoltsdels
substratsdeSumodescritssónproteïnesnuclears.EnelcasdeD.melanogaster,dSmt3també
es localitza principalment en el nucli de les cèllules S2, tot i que quan s’impedeix la seva
conjugació a les proteïnes diana la presència en el citoplasma augmenta (Smith et al., 2004).
AquestfetindicaquelalocalitzaciónucleardedSmt3depèn,almenysenpart,delasevaunióa
les proteïnes diana. Per això, el fet que BgSumo1 tingués una major proporció de localització
citoplasmàtica que BgSumo3 suggereix que podria no ser capaç de conjugarse a algunes
proteïnes de les cèllules S2, o que la seva eficiència a l’hora de possibilitar el transport de la
proteïna diana al nucli fos menor. D’altra banda, dSmt3 també es localitza en el nucli de les
















(individus BgSumo13i), o del gen que codifica per l’enzim conjugador BgUbc9 (individus
BgUbc9i). En tots dos casos es va poder comprovar que la sumoilació és essencial per la




a les funcions de supervivència de B. germanica controlades pel procés de sumoilació (figura
5.1).
Com s’ha dit anteriorment, aquesta modificació posttraduccional està involucrada en
multitud de processos cellulars, com el transport intracellular de diverses proteïnes, la



















Aquests defectes consistien en un desplegament deficient de les estructures alars (tegmines i
ales),ilatorsiódelesquetesdelespotes(figures4.I.8i4.I.14).Remarcablement,aquestafunció








de tegmines i ales, així com malformacions en les quetes de les potes. En els insectes, el
desplegamentil’expansiódelesalesesdónadurantl’últimapartdel’ècdisi,is’havistqueestà





en el desplegament de les èlitres, sense afectar la pigmentació de la cutícula (Arakane et al.,
2008).EnB.germanicas’haproposatqueelsdefectesdemudaobservatsenelsindividussense
BgEcR,BgRXR,BgHR3,BgHR4oBgFtzF1podrien serdegutsa unaalteracióen l’alliberacióde
bursicon.Defet,l’absènciadeFtzF1enlescèllulesInkadeD.melanogaster(encarregadesde
produirdiverseshormonesrelacionadesambl’ècdisi)bloquejalasecreciód’aquesteshormones
i provoca problemes de muda (Zitnan et al., 2007). El fet que la supressió del procés de
sumoilació provoqui la mateixa afectació suggereix una funció d’aquesta modificació
posttraduccional en l’alliberació o la transducció del senyal hormonal de bursicon,
interaccionant amb el mateix neuropèptid o amb algun/s dels factors de la seva via de
senyalització. En aquest sentit, s’han observat diverses dianes de sumoilació potencials en la
seqüènciaaminoacídicadelreceptorrickets.Peraltrabanda,tambééspossiblequelasupressió
delasumoilacióestiguiafectantlacorrectatransducciódelsenyalhormonaldela20E.Ensuport
a aquesta segona hipòtesi, en el capítol 4.I s’ha demostrat que els receptors nuclears de B.
germanicaBgEcRA,BgRXRL,BgE75A,BgHR3A,BgHR3B2iBgFtzF1sóncapaçosd’unirseala
proteïnaSUMO1humanaencondicions invitro, indicantquepodensumoilarse(figura4.I.21).
Recentment, també s’ha comprovat que els dos receptors nuclears de D. melanogaster que




d’activació transcripcional sobre el receptor Scavenger Snmp1 (Talamillo et al., 2013). En
vertebratstambés’hademostrat lasumoilaciódediversosreceptorsnuclears,comelreceptor
d’androgen (AR) (Poukka et al., 2000), el receptor d’estrogen (ER) (Sentis et al., 2005), el







majoria d’aquests receptors nuclears (AR, PR, PPAR, LXR, RXR
, LRH1 i SF1) la sumoilació
produeix una disminució de l’activitat transcripcional, mentre que en ER i ROR
 fa que
augmenti.
De manera similar a B. germanica, en D. melanogaster també s’ha demostrat que la
sumoilació és essencial per al desenvolupament de l’ala durant el període larvari i pupal,








al.,2010;Sánchezetal.,2011).EnB.germanica, tot iquenos’observa lapresènciadevenes
ectòpiques en les tegmines i ales dels individus BgSumo13i, BgUbc9i i BgSumo1i, la visió en
detalld’aquestesestructures siquemostrauna lleugeraafectacióen ladelimitacióde la zona
venaintervena,queenD.melanogaster s’hacomprovatquedepènde l’acciódel receptorde
membrana Notch (de Celis and GarcíaBellido, 1994; de Celis et al., 1997). Tot i que fins al
moment no s’ha estudiat la capacitat de sumoilarse d’aquest factor, podria ser que es veies
afectatperl’absènciad’aquestamodificacióposttraduccional.

5.I.5ElparàlegBgSumo1 controla la cascadade resposta a la20Edurant la metamorfoside
Blattellagermanica
 ElsilenciamentdeBgSumo1durantelsdosdarrersestadisnimfalscomportavaunaaltra
afectació important: el retard significatiu de la muda imaginal. Els individus BgSumo1i que
mudaven a adult ho feien una mitjana de 2.5 dies més tard que els Control, mentre que els
BgSumo3i no mostraven cap retard en el seu desenvolupament (figura 4.I.17). A més, el 19%
delsBgSumo1initansolsaconseguienmudar,iromanienenelsisèestadinimfalduranttotala
vida (taula 4.I.3). En aquests individus, l’anàlisi d’expressió de diferents receptors nuclears
encarregatsdelatransducciódelsenyalecdisteroidalsuggeriaqueelpicde20Equeindueixla
mudaimaginalnoesdonavademaneranormal(figura4.I.18).Aquestfenotiperamoltsemblant
a l’observat en D. melanogaster, on s’ha comprovat que l’absència de dSmt3 en la glàndula
protoràcica durant el període larvari impedeix l’inici de la metamorfosi degut a la baixa
producció de 20E (Talamillo et al., 2008a). Això fa que aquestes larves es quedin en el darrer
estadi premetamòrfic (L3) indefinidament. La incapacitat d’aquestes larves per sintetitzar
ecdisteroides es deu al fet que dSmt3 regula l’expressió de receptors Scavenger (SRBI) que
controlenlaincorporaciódecolesterolalaglàndulaprotoràcica(Talamilloetal.,2013).Amés,






simultània (animals BgSumo13i) també hi havia un percentatge d’individus (13%) que no
iniciaven la muda imaginal (taula 4.I.2). Això suggeria que, igual que en el cas dels BgSumo1i,
podrien presentar una afectació en la producció i/o transducció del senyal de la 20E. Aquests
individus, però, morien tot seguit, fet que impedia saber si haurien mudat amb retard o no
haurien mudat mai. Curiosament, aquest fenomen tenia més incidència en els individus
BgSumo1i que en els BgSumo13i (el 81% dels quals mudaven amb un timing normal),
probablement pel fet que el tractament amb dsRNA en els primers s’aplicava a l’inici del
penúltimestadinimfal,mentrequeenelsBgSumo13is’aplicavaal’inicideldarrerestadinimfal.




La sumoilació és essencial per a la proliferació i la progressió del cicle cellular en la
majoria de models on s’ha estudiat a nivell funcional, des d’organismes unicellulars com el
protistTrypanosomabruceiaorganismesméscomplexoscomelnemàtodeC.elegans,elpeix
zebraDaniorerio,lagranotaafricanaXenopuslaevisoelratolíMusmusculus(Liaoetal.,2010;
Nacerddine et al., 2005; Nowak and Hammerschmidt, 2006; Poulin et al., 2005; Terada and
Furukawa,2010).EnB.germanica,perestudiar la funcióde lasumoilaciósobre laproliferació
cellular s’hautilitzatcomamodelun teixitqueesdivideixactivamentduranteldarrerestadi
nimfal, l’epiteli follicular de l’oòcit basal. El silenciament del procés de sumoilació (animals
BgSumo13ioBgUbc9i)provocavaunadeficiènciasignificativaenlaproliferaciódelescèllules
d’aquest teixit (figura 4.I.9 i 4.I.15). Aquest fet s’observava també en els oòcits dels individus
BgSumo1i(figura4.I.20).Aixòfeiaque,uncopassolitl’estadiadult,tantelsanimalsBgSumo13i
comelsBgUbc9iielsBgSumo1ipresentessinovarissignificativamentméspetitsinoiniciessinel
cicle gonadotròfic. Per tant, els seus oòcits no eren mai fecundats i aquests individus no es








El paper de Sumo en la regulació de la proliferació cellular també s’ha descrit en D.
melanogaster.Enaquestdípters’hacomprovatquelasumoilacióésessencialperlaprogressió
del cicle cellular en l’embrió i els discs imaginals de l’ull i l’ala, on les cèllules sense l’enzim
activadorAos1arrestendurant la transicióG2/M (inicide lamitosi) (Kanakousakiand Gibson,
2012).LasumoilaciótambéésimprescindibleperaladivisiódelescèllulesS2,onlamancade
dSmt3 provoca l’arrest del cicle cellular durant la transició G1/S (just abans de l’inici de la










melanogaster, així com el paràleg Sumo concret que les desenvolupa. Les esferes de color verd
representenlaproteïnaBgSumo1(S1),ilesdecolorvermellrepresentenBgSumo3(S3)olaproteïnaSmt3
de D. melanogaster. Les ellipses representen la/les proteïna/es que se sumoïlen per dur a terme les






més, la localització de dSmt3 en la regió centromèrica durant el període mitòtic recolza les
evidènciesqueassenyalenquetéunafuncióclaudurantaquestprocés(Nieetal.,2009).
Per altra banda, les cèllules folliculars de B. germanica presentaven uns nuclis molt
gransid’aspecteanormalenelsindividusBgSumo13i,BgUbc9iiBgSumo1i(figures4.I.9,4.I.15i
4.I.20,respectivament).Enaquestsentit,s’handescritfenotipssemblantsenalgunsmutantson
l’absència de la sumoilació provoca segregació aberrant dels cromosomes, hipercondensació i
polipoïdia,comenelsembrionsderatolídeficientsperUbc9(Nacerddineetal.,2005).També
enelpeixzebralamancad’Ubc9durantl’embriogènesi,amésd’impedirlaproliferació,provoca
replicacions addicionals del DNA en algunes cèllules, que poden arribar a tenir entre quatre i




 Per tal d’aprofundir en l’estudi de les diferències funcionals que presenten els dos
paràlegs Sumo de B. germanica es va analitzar la seva capacitat de rescatar la deficiència de
dSmt3 en D. melanogaster. Contràriament a l’observat en B. germanica (on BgSumo1 és
indispensable per a diversos processos nimfals mentre que BgSumo3 duu a terme funcions
redundants),nomésBgSumo3eracapaçdecompensarladeficiènciadedSmt3eneldiscd’alai
la glàndula protoràcica de D. melanogaster (figura 4.I.22). Aquests resultats indicaven que
BgSumo3contétotselselementsnecessarisperasubstituirfuncionalmentdSmt3,mentreque
BgSumo1 no. A nivell de seqüència, BgSumo3 és molt més semblant a dSmt3 (82%) que
BgSumo1(43%).Sembla lògicpensarqueBgSumo3podriaestaraportanta lesproteïnesdiana
de D.melanogaster una conformació i unes propietats molt semblants a les conferides per la




 i cinc làmines, mostra més diferències amb les proteïnes SUMO3 humana i dSmt3
(Martinetal.,2007).D’altrabanda,s’hadescritenl’apartatderesultatsquelalocalitzaciódels
dos paràlegs Sumo de B. germanica en cèllules S2 de D. melanogaster era majoritàriament
nuclear, tot i que BgSumo1 contenia una proporció major de localització citoplasmàtica que
BgSumo3. Tal i com s’ha especulat en l’apartat 5.I.2, això podria indicar que la capacitat de




reconèixer iunirBgSumo1a lesproteïnesdianes.Aixònosemblaprobablesies téencompte
que les espècies amb més d’un Sumo, com per exemple els vertebrats, utilitzen el mateix
mecanismedeconjugacióperalsdiferentsparàlegs(GareauandLima,2010;GeissFriedlander








Aixòpermeta lesproteïnesSUMO2/3formarcadenesdemaneraeficient,tant invitrocom in
vivo (Pedrioli et al., 2006; Tatham et al., 2001). Aquestes cadenes s’acumulen en condicions
d’estrès,is’hasuggeritqueactuencomasenyalperalaubiqüitinacióiposteriordegradacióde
les proteïnes a les quals estan unides (Castorálová et al., 2012; Tatham et al., 2011).
Recentment, a partir d’estudis proteòmics s’ha observat que també els SUMO1 poden formar













5.II E93 ACTUA COM A ESPECIFICADOR ADULT EN ELS INSECTES
HEMIMETÀBOLSIHOLOMETÀBOLS
Enelscapítols4.II,4.III i4.IVs’hanmostratelsresultatsobtingutsen l’estudi funcional
del factor de transcripció E93 que han permès descriure’l com l’especificador adult tant en
insectes hemimetàbols (B. germanica) com holometàbols (T. castaneum i D. melanogaster).
Aquest és un fet molt rellevant en l’estudi dels mecanismes moleculars que regulen la
metamorfosi dels insectes, ja que introdueix un element clau en aquest procés que fins al





 Les proteïnes E93 contenen un domini d’unió a DNA helixturnhelix (HTH) de tipus
Pipsqueak (Psq), que les engloba dins la família de proteïnes Psq (Siegmund and Lehmann,
2002). Aquest domini consta de 54 aminoàcids molt conservats en tots els ortòlegs d’E93




2001).Per lasevabanda, lesdues isoformesde l’ortòlegenD.melanogaster (DE93A iDE93B)




citat domini d’unió a DNA (Psq), contenen un potencial senyal de localització nuclear
(RPKRGKYR) (Kalderon et al., 1984), així com dominis rics en glutamina, en el cas de DE93, i
prolina, en el cas de BgE93, que poden actuar com a dominis activadors de la transcripció
(Gerberetal.,1994).Amés,talicoms’esperaenunfactordetranscripció,DE93eslocalitzaen
el nucli de les cèllules de D. melanogaster, s’uneix en regions específiques dels cromosomes
politènicsdelaglàndulasalivalilasevaabsènciaafectalatranscripciódegenssituatsenaquests
loci(Leeetal.,2000).Totiaixò,finsalmomentnoméss’hademostratlacapacitatd’unióaDNA
en l’ortòleg present a A. mellifera, Mblk1. Aquest s’uneix específicament a la seqüència 5’




 En la caracterització d’E93 com a factor indispensable per al correcte progrés de la




ortòlegsE93 s’activa justabansde l’inicidelperíodemetamòrfic, iesmantéfinsa l’eclosióde
l’adult,encoherènciaamblafunciódediferenciacióadultadesenvolupadaperaquestfactor.En
B. germanica, BgE93 augmenta considerablement els seus nivells immediatament després de
l’inici del darrer estadi nimfal. Remarcablement, aquesta activació es dóna en els tres teixits
metamòrfics analitzats (glàndula protoràcica, estructures alars i epidermis) mentre que no es
produeix en un teixit que no pateix canvis metamòrfics, el cos gras (figura 4.II.3). En T.
castaneuml’expressiódeTcE93augmentadurantelsprimersdiesdeladarrerafaselarvària,es
famoltméspronunciadadurantlaprepupaiarribaalsseusnivellsmàximsenelsprimersdiesde
l’estadipupal,on té lloc ladiferenciacióadulta (figura4.III.2).TambéenD.melanogaster tant
DE93AcomDE93Bs’activendurantlafaseprepupalipresentenelsseusnivellsmésaltsdurant





Tweedie et al., 2009). Així, en el tub digestiu s’activa responent al pic que es dóna durant la
formaciódelpupari(0hAPF),perònomésenlescèlluleslarvàries,jaqueenslesimaginalshofa
uncopformadalapupa.Enlaglàndulasalival,encanvi,s’indueixpelpicde20Ede12hAPF, i
provoca l’inici de la degeneració del teixit (Lee et al., 2000). La regulació específica en aquest
òrgan es podria donar a través del receptor nuclear Ftzf1, que s’ha comprovat que s’uneix
directament al promotorde DE93 i que actua de factor de competència per permetre la seva
induccióenrespostaa la20E(Broadusetal.,1999;Woodardetal.,1994).En lescèllulesque
handeformarlesestructuresadultes,comelsdiscsimaginalsielsniusd’histoblastsabdominals,
DE93 no es detecta fins després de l’eversió del cap i la formació de la pupa, de manera
consistent amb la seva funció de diferenciador adult (Mou et al., 2012). En aquests teixits, la
sevapresènciaésuniformeenunprimermoment,peròposteriormentesfamésrestrictiva.En
l’alapupal,perexemple,DE93disminueixenelsvenesendesenvolupament;enlapotapupal,
per la seva banda, està present tant en les cèllules que formaran les quetes com en les que
formaran lesbràctees (estructuresunicellularspigmentades,adjacentsa lesquetes) finsa les
3036h APF, quan desapareix en les quetes i es manté tan sols a les bràctees, essent



















glàndula protoràcica no degenerava, fet que els permetia mudar a nous estadis nimfals
supernumeraris; i (4) les cèllules dels CA seguien proliferant i no s’activaven els gens
encarregatsdelaproducciómassivad’HJcaracterísticadel’entradaal’estadiadult(figures4.II.5
i4.II.7).Demanerasemblant,l’absènciadeTcE93durantladarrerafaselarvàriadeT.castaneum
també impedia el pas a l’estadi adult. Així, tot i que la majoria de larves pupaven de manera
normal, durant aquest estadi no es donaven els processos de segmentació i pigmentació
característics de la diferenciació adulta, i en comptes de l’individu adult es formava un segon
estadipupal(figura4.III.6).Delamateixamanera,l’absènciadeDE93enD.melanogastertambé
impedialadiferenciacióadultadurantlafasepupal(figura4.III.10).
Inicialment, DE93 es va descriure en aquest dípter com l’encarregat de transmetre el
senyalhormonalqueindueix lamortcellularprogramadadeteixits larvaris,comlesglàndules









DE93 que demostren que aquest factor de transcripció no controla només els processos de
degeneracióqueesdonendurantlametamorfosidelamosca,sinóquetambéestàinvolucraten
la formació i diferenciació de diverses estructures adultes com els ulls, les antenes, les
estructuresbucals,lesales,lespotesil’abdomen(Mouetal.,2012).Amés,l’estudiexhaustiude
la funció de DE93 en la formació de les bràctees de les potes ha demostrat que actua com a
factor d’identitat adulta en aquesta estructura, permetent que la cèllula pugui respondre als
senyalsespecíficsquen’indueixenladiferenciació(Mouetal.,2012).Lafunciódiferenciadorade
DE93 tambéhaestatdescritaàmpliamentper laDra.CristinaManjón,enel laboratoridelDr.





diferenciació de les estructures adultes. Aquests processos estan alhora controlats per la
cascadaderespostaala20E(Dubrovsky,2005).Elfetqueaquestacascadagènicaestrobitambé
presententotes les transicionsnimfals/larvàriesanteriorsa lametamòrficasuggereixqueE93
podriaserelfactorresponsabledemodularl’acciódela20Edurantlametamorfosi,permetent
l’activació del programa genètic adult. A més, la seva distribució tissular diferencial suggereix






hormonals esteroidals, com el receptor d’estrogen 
 (ER
), el de progesterona (PR) i el de





et al., 1997). El domini d’interacció amb receptors nuclears LXXLL està present en tots els
ortòlegsE93d’insectesdelsqueesdisposadelaseqüènciacompleta,fetquesuggereixqueE93
podria estar actuant com a corepressor del receptor de 20E, EcR, o d’algun altre receptor












el fet que aquest darrer interacciona amb diversos receptors hormonals, seria interessant




 Tantenels insecteshemimetàbolscomenelsholometàbolselpasdel’estadi juvenila
l’estadi adult depèn, a més de la presència d’E93, de la desaparició de l’HJ durant el darrer
període nimfal/larvari (Nijhout, 1994; Riddiford, 2012). D’acord amb aquesta funció
antimetamòrfica de l’HJ, en el capítol 4.II s’ha demostrat que l’aplicació ectòpica de metoprè
(anàlegdel’HJ)durantladarrerafasenimfaldeB.germanicaprovocaval’apariciódecaràcters












prematura (Konopova et al., 2011; Lozano and Belles, 2011). De manera similar, en
l’holometàbolT.castaneumKrh1responal’HJperbloquejarlametamorfosidurantelsestadis
larvarisprevisaldarrer (KonopovaandJindra,2007;Minakuchietal.,2008b;Minakuchietal.,
2009), mentre que l’aplicació ectòpica d’anàlegs d’aquesta hormona durant la darrera fase
larvàriaprovocalaformaciódelarvessupernumeràries(ParthasarathyandPalli,2009).
 Malgrat la funció antimetamòrfica de l’HJ, en aquest treball s’ha comprovat que
l’activació transcripcionalde l’especificadoradultBgE93duranteldarrerestadinimfalnoestà
controlada, almenys principalment, per aquesta hormona (figura 4.II.8). Per altra banda, la
interferènciadeBgE93desdel’inicid’aquestafasetampocprovocavalareinducciódelsnivells










són essencials per al manteniment dels caràcters nimfals en absència de BgE93, i que la seva
funcióes limitaa impedir ladiferenciacióadulta.Enaquestsentit, recentments’hacomprovat
quel’absènciadeBgKrh1durantlapenúltimafasenimfal(N5)deB.germanicaprovocalamuda
prematuraa l’estadiadultal finald’aquesta fase (LozanoandBelles,2011). Teninten compte
que BgE93 és imprescindible per a que es doni la metamorfosi, aquesta aparició precoç de
caràcters adults es podria donar per (a) l’acció adultitzadora dels nivells basals de BgE93
presentsdurant lapenúltima fasenimfal,obéper (b) l’activació transcripcionalprematurade
BgE93. Laprimerahipòtesi indicariaque laquantitatdeBgE93presentaN5éssuficientpera
l’activaciódelprogramagenèticadult,peròqueBgKrh1actuadurantaquestafaseimpedintne
l’acció. La segona opció, en canvi, implicaria que l’HJ, a través de BgKrh1, està impedint
l’activació transcripcional de BgE93 durant el penúltim estadi nimfal. Aquest fet entraria en
contradiccióambel resultatobservatdesprésde l’aplicaciódemetoprèdurant ladarrera fase
nimfal,quenoevitava l’activaciódeBgE93 (figura4.II.8).Noobstant,podriaserqueel senyal
que induís BgE93 estigués ja present durant el penúltim estadi nimfal però que BgKrh1 fos
capaç de bloquejarlo, impedint l’activació transcripcional de BgE93. Aquest senyal, un cop
iniciatl’últimperíodenimfal,hauriadefersemoltmésintens,demaneraqueelmanteniment
d’altsnivellsdeBgKrh1a travésde l’aplicacióectòpicad’HJno foscapaçd’impedir l’activació
transcripcional de l’especificador adult. La mesura dels nivells d’expressió de BgE93 a N5, en
absènciadeBgKrh1,permetriasaberquinadelesdueshipòtesisésmésprobable.
 Remarcablement, l’absència de BgKrh1 en estadis nimfals anteriors al penúltim no
provocalaformaciód’unadultprematurfinsalfinaldeN5enB.germanica(LozanoandBelles,
2011). De manera semblant, en el cuc de seda B. mori el mutant nul del gen CYP15C1, que


















(2006), respectivament. Els nivells de 20E i HJ durant l’avantpenúltim estadi nimfal corresponen a







Met i Krh1, així com de la metiltransferasa de l’HJ (JHAMT, enzim que catalitza una de les
últimesreaccionsdelaviadesíntesidel’HJ),tansolsprovocal’iniciprematurdelametamorfosi
un cop transcorregudes les quatre primeres fases larvàries (Konopova and Jindra, 2007;
Minakuchietal.,2008b;Minakuchietal.,2009).Totaixòsuggereixqueelmantenimentdeles
característiquesjuvenilsdurantlesprimeresfasesnimfals/larvàriesésindependentdel’HJ,que
només actuaria com a factor antimetamòrfic a partir d’un cert moment, una cop adquirida la
“competènciaperalametamorfosi”,perimpedirl’inicid’aquestaabansdecompletarsedeltot
el creixement nimfal/larvari (Daimon et al., 2012; Feyereisen and Jindra, 2012). Segons els
resultatsobservatsenaquestatesidoctoralenB.germanicaiT.castaneum,quedescriuenE93
com el factor que assenyala l’inici de la metamorfosi, l’adquisició de la “competència per a la
metamorfosi” vindria donada per la inducció d’E93. A partir d’aquest moment, i fins a
completarse el creixement nimfal/larvari, la presència de l’HJ impediria l’activació
transcripcional i/oacciódiferenciadorad’E93atravésdeKrh1.En insectesmoltevolucionats,
comD.melanogaster, s’ha observat una insensibilitat als nivells d’HJ durant el període larvari




5.II.5 E93 reprimeix l’expressió de Krh1 i Br durant la metamorfosi hemimetàbola i
holometàbola
Enaquesttreballtambés’hapogutcomprovarqueE93téunadoblefuncióenelcontrol




4.III.7). De la mateixa manera, en T. castaneum l’absència de TcE93 impedia la caiguda
transcripcional de TcKrh1 i TcBr que es dóna just després de la muda pupal (figura 4.III.8),
mentre que en D. melanogaster aquesta funció repressora estava conservada només per DBr
(figura4.III.11).
L’eliminació d’aquests dos factors de transcripció durant la darrera fase juvenil (últim
estadi nimfal/pupa) és essencial en insectes hemimetàbols i holometàbols perquè es doni la
diferenciació adulta. Així, en l’hemimetàbol P. apterus l’acció antimetamòrfica provocada per
l’aplicaciód’HJectòpicadurant l’última fasenimfalesdónaa travésde la reinducciódeKrh1
(Konopova et al., 2011). De manera semblant, en T. castaneum l’acció d’aquesta hormona
durantlapupa,queprovocalaformaciód’unsegonestadipupaliimpedeixelpasaadult,també
es transmet a través de l’activació transcripcional de Krh1 i Br (Minakuchi et al., 2009).
Finalment, en D. melanogaster la sobreexpressió de DKrh1 o DBr durant el període pupal
comporta laformaciód’unasegonacutículapupal, impedint ladiferenciacióadulta(Minakuchi
etal.,2008a;ZhouandRiddiford,2002).Totesaquestesdadessuggereixenquelapresènciade
Krh1 i Br durant la diferenciació adulta està interferint en l’acció d’E93, impedint que la
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5.II.6 TcE93 i TcBr controlen la correcta formació de la pupa i la diferenciació adulta en
Triboliumcastaneum
 En el coleòpter T. castaneum l’absència de TcE93 durant la darrera fase larvària








(figura 4.III.2). Aquest augment, que permetria sobrepassar el llindar pupal de TcE93, podria
estarcontrolatperlacaigudadel’HJ,queesdónaenelmateixmomentdeldesenvolupament.A









desenvolupament al final del tercer estadi larvari, sense evertir els discs ni iniciar cap dels
processos metamòrfics (Bayer et al., 1997; Kiss et al., 1988). En T. castaneum, l’aplicació
d’anàlegsdel’HJdurantl’últimestadi larvari impedeixl’activaciódeTcBr iprovocalaformació
de larvessupernumeràries (Suzukietal.,2008).Aquest fenotip,però,nodepènexclusivament
del’absènciadeTcBr, jaqueeltractamentambdsTcBrenlarvesdedarrerestadinoimplicael
bloqueig complet de la metamorfosi, sinó que es formen pupes aberrants que presenten una
barrejadecaràcterslarvaris,pupalsifinsitotadults(KonopovaandJindra,2008;Parthasarathy
etal.,2008a;Suzukietal.,2008)(figura4.IV.8).Així,enabsènciadeTcBrlamorfogènesipupales
dónaparcialmentendiversesestructures, com lesaleso lespotes, indicantquealtres factors
sónnecessarisper laformaciódelapupa.Peraquestmotiu,algunsautorsnoconsiderenTcBr
l’especificador pupal de T. castaneum, sinó més aviat un coordinador temporal de la









que es dóna durant l’estadi pupal de T. castaneum. L’increment exponencial dels nivells de
TcE93 durant la prepupa i els primers dies de pupa, imprescindible per la formació de l’adult,
suggereixlapresènciad’unsegonllindarpersobredelqualaquestfactorindueixladiferenciació
delesestructuresadultes(figura5.3).Aquest incrementdepèndelapresènciadeTcBrdurant
l’estadi prepupal (figura 4.IV.9), que permet l’activació completa de TcE93 (figura 5.3). De
manera semblant, en D. melanogaster DBr es localitza, entre d’altres, en el puff E93F dels
cromosomespolitènicsdelaglàndulasalival,iésimprescindibleperal’activaciótranscripcional
deDE93(BaehreckeandThummel,1995;Zhimulevetal.,1982).
D’altra banda, tal i com s’ha assenyalat anteriorment, l’absència de TcBr provocava la
presència de certs caràcters adults de manera prematura en T. castaneum. Aquesta
diferenciació,però,noesdeviaa laquantitatdeTcE93presentenaquests individus, jaqueel
silenciament simultani de TcBr i TcE93 no n’impedia l’aparició (figures 4.IV.7, 4.IV.8 i 4.IV.9).
Aquestfetsuggereixquepartdelafunciód’inducciódelscaràctersadultsnorecauestrictament
en TcE93, sinó en la desaparició de TcBr. Aquest fet s’ha observat de manera molt més
accentuadaenlametamorfosidel’aladeD.melanogaster.Enaquestteixit,l’absènciadeDE93
durant l’estadipupal impedeix ladiferenciacióadulta imantéelsnivellsdeDBrelevats (figura




Figura 5.3. Model d’acció de TcE93 en la formació de la pupa i la diferenciació adulta de l’insecte
holometàbolTribolium castaneum. La línia blava representa els nivells d’expressió de TcE93 durant la
darrerapartdeL6, l’últimafaselarvàriai lapupadeT.castaneum.AfinalsdeL6s’indicaunahipotètica
repressiódel’hormonajuvenilenl’activaciódeTcE93.DurantladarrerafaselarvàriailaprepupaTcKrh1
impedeix un increment prematur dels nivells de TcE93, mentre que TcBr en permet l’activació. Nivells
baixosdeTcE93,juntamentamblacoordinaciódeTcBr,permetenlaformaciódelapupaduranteldarrer





l’ala pupal a través de la repressió dels nivells de DBr (C. Manjón i D. Martín, manuscrit en
preparació).En insectesambcaracterístiquesmésancestrals,encanvi, la funciódeBrésmolt
menys rellevant per a la metamorfosi. Així, en els hemimetàbols O. fasciatus, P. apterus i B.
germanica Br s’encarrega del creixement anisomètric progressiu de les ales durant el període
nimfal,peròlasevaabsèncianoafectanielnombrenilanaturalesadelesmudes(Erezyilmazet
al.,2006;Huangetal.,2013;Konopovaetal.,2011).Demaneraconjunta,elsestudissobre la
funció de Br realitzats en diferents espècies d’insectes suggereixen que aquest factor ha anat





esdeveninten totsdoscasos imprescindiblepera lametamorfosi (Kissetal.,1988;Konopova
andJindra,2008;Suzukietal.,2008).

5.II.7 La reinducció deKrh1  durant el període prepupal és essencial per a la metamorfosi
holometàbola
 Enels insectesholometàbols,desprésdelacaigudadelsnivellsd’HJquetéllocal’inici
de l’últim estadi larvari es produeix una reaparició d’aquests durant el període prepupal.
Posteriorment, l’HJ tornaadesaparèixeruncop iniciada lapupa(Riddiford,1994;Trumanand
Riddiford, 2002). La reaparició d’aquesta hormona durant la prepupa és essencial per a la
correctatransiciólarvapupa.Així,enellepidòpterHyalophoracecropial’ablaciódelsCAdurant
la darrera fase larvària provoca la formació d’una pupa amb nombrosos caràcters adults
(Williams,1961),mentrequeenM.sextaiD.melanogasteracceleralaformaciódel’ullcompost
(KiguchiandRiddiford,1978;Riddifordetal.,2010).
La reaparició de l’HJ durant la prepupa provoca la reinducció de l’expressió de Krh1
(Minakuchietal.,2009;Pecasseetal.,2000;Wangetal.,2012),fetqueenelcapítol4.IVs’ha
observat que és essencial per impedir l’aparició prematura de caràcters adults durant la
formaciódelapupadeT.castaneum(figures4.IV.1i4.IV.2).Unfenotipidèntics’haviaobservat






4.IV.5 i 4.IV.6). Tots aquests resultats suggereixen que la reinducció de l’HJ al final del darrer
estadilarvaripermetendarrerirladiferenciacióadulta,possibilitantquelametamorfosiesdoni








un cop completat el període de creixement ja es pot donar la diferenciació adulta. D’aquesta
manera, l’eliminacióexperimentaldelpicd’HJa travésdel silenciamentdeTcKrh1 avançava i




holometàbols (figura 5.4). Així, durant el penúltim estadi larvari, la presència d’HJ reprimeix
l’activaciódeBratravésdeKr1 i, juntamentamb l’absènciad’E93, faque l’animalmudiaun
nou estadi larvari. Un cop al darrer estadi larvari, la desaparició de l’HJ fa que disminueixin
considerablement els nivells de Krh1, fet que permetrà l’activació de Br durant el pic de 20E
prepupal.Amés,tambéaugmentenelsnivellsd’E93,quepermetl’entradaalperíodeprepupal,
totiqueesdesconeixquin/sfactor/spossibilitenaquestaactivació.Durantlaprepupaelsnivells
de Br augmenten considerablement, mentre que l’activació d’E93 es veu d’una banda
promogudaperaquestapresènciadeBr,idel’altrafrenadaperlareapariciód’altsnivellsd’HJi






 La diferent morfologia que presenten els estadis larvari i adult dels insectes
holometàbols fa que puguin viure en hàbitats distints i explotar així diferents recursos,
permetent que els períodes de creixement i reproducció no competeixin entre ells. Aquest





la darrera fase nimfal hemimetàbola és equivalent a la pupa holometàbola. De l’altra, els
partidarisdelateoriadesenvolupadaperJamesW.TrumaniLynnM.Riddifordconsiderenque
la larva s’hauria originat a partir de la “desembrionització” d’una fase embrionària dels
hemimetàbols(lapronimfa),mentrequelacondensaciódetoteslesfasesnimfalsenunadesola
hauria donat lloc a la pupa (veure Introducció, apartat 1.1.3). Tot seguit, com a culminació
d’aquestatesidoctoralesproposaunanovavariantdelateoriadeHinton,enbasealesdades
mésrecentsobtingudesenaquestcamp.
El descobriment de l’especificador adult E93 ha proporcionat una peça clau dins el
trencaclosquesqueconformal’estudidelaregulacióil’evoluciódelametamorfosidelsinsectes.
La comparació de les funcions que aquest factor desenvolupa en un insecte hemimetàbol (B.
germanica) i un d’holometàbol (T. castaneum) ha permès comprovar que la metamorfosi es
desencadenaentotsdoscasosquanapareixE93,durantl’últimafasenimfaldelshemimetàbols









Figura5.4.Modelde regulacióde lametamorfosiholometàbola.A lapart superiores representenels
nivellsde20hdroxiecdisona(20E)(àreablava)id’hormonajuvenil(HJ)(líniagrisfosc),aixícomelsnivells
d’expressió de TcE93, TcKrh1 i TcBr durant les dues darreres fases ninfals i l’estadi pupal i de l’insecte
holometàbolT.castaneum.Elsesquemesenlapartinferiordelafiguraindiquenlesdiferentsinteraccions
que permeten la correcta transformació dels individus juvenils en insectes adults. Les fletxes de color
negreassenyaleninduccionsileslíniesdecolorvermellrepressions.Elsfactorsiinteraccionsmarcatsen








la darrera fase nimfal i l’última fase larvària (figura 5.5). No obstant, mentre que al final de
l’última fase nimfal es produeix la muda imaginal dels insectes hemimetàbols, en els
holometàbols la metamorfosi es dóna en dos passos: primer a través de la morfogènesi que
dónallocalapupa,moltméssemblantmorfològicamental’adult,idesprésambladiferenciació
de lesestructuresadultesdurantelperíodepupal.Pertald’aconseguirque lametamorfosies
dividís en aquests dos passos, s’haurien donat almenys dues modificacions en el
desenvolupament hemimetàbol. D’una banda, la reinducció de l’HJ al final de la darrera fase
nimfal,queimpedeixlacompletaactivaciód’E93iladiferenciacióadulta,ipermetqueesdonila
morfogènesi pupal. De l’altra, l’adquisició per part d’E93 i Br de la funció d’especificació de
l’estadipupal.L’apariciódelapupa,onéspossiblecoordinarlareestructuraciócompletadeles
estructuresjuvenilsperestructuresadultes,hauriapermèsqueelsestadisimmadurspoguessin
modificarse. Així, s’haurien seleccionat aquelles morfologies que permetessin a les formes









Figura 5.5. Nova Teoria sobre l’evolució de la metamorfosi. Representació esquemàtica d’una nova
proposta d’homologia entre els diferents estadis del desenvolupament dels insectes hemimetàbols i
holometàbolsqueesbasaenelsresultatspresentatsenaquestatesi.Segonsaquestaproposta,ladarrera
fase nimfal dels hemimetàbols seria equivalent a la suma de la darrera fase larvària holometàbola i la
pupa,ques’hauriaoriginatcomaconseqüènciade la reinduccióde l’hormona juvenildurantelsúltims
diesdeldarrerestadinimfal.Aquestareinduccióésclauper impedir l’adultitzacióprematuradela larva
perefectedeTcE93durantelsdarrersdiesdel’últimafaselarvària.

Alguns insectes hemimetàbols representen un pas intermedi en el procés cap a la







es desenvolupen a l’interior de l’individu al final del darrer estadi nimfal, i esdevenen visibles
desprésdelamudaapropupaoapupa,depenentdel’espècie(Minakuchietal.,2011).Amés,
algunes estructures nimfals com l’antena i les parts bucals degeneren parcialment durant la
formació de la propupa, on són substituïdes per les estructures adultes (Heming, 1973).
Aquestes peculiars característiques, que situen la metamorfosi dels trips a mig camí entre
l’hemimetabolia i l’holometabolia, els fa molt interessants per a l’estudi de l’aparició de la
metamorfosicompleta.D’acordamblahipòtesiabansplantejada,elsperfilsd’expressiódeKrh1
i Br en els trips Frankliniella occidentalis i Haplothrips brevitubus és molt similar al de les
espècies holometàboles (Minakuchi et al., 2011), suggerint que abans de la modificació
morfològica que convertiria les fases nimfals hemimetàboles en fases larvàries holometàboles
s’haurien produït els canvis endocrins necessaris per la formació de la pupa, és a dir, la
reinducció de l’HJ al final del darrer període nimfal. L’anàlisi dels perfils hormonals, així com




larvari holometàbol, no representen proves que permetin descartar l’elegant teoria de la
“desembrionització” proposada per Truman i Riddiford (Truman and Riddiford, 1999; Truman
andRiddiford,2002).Segonsaquestsautors, la larvaholometàbolas’hauria formatapartirde
l’estadi embrionari hemimetàbol anomenat pronimfa, gràcies a l’avançament en la producció
d’HJduranteldesenvolupamentembrionari.Aixòhauriapermèsqueelperíodedecreixement
es donés durant l’estadi pronimfal/larvari, i que per tant tot l’estadi nimfal s’acabés reduint a
unasolafase,lapupa.Així,segonsaquestateoria,elsnivellsd’HJideKrh1presentsduranttot
elperíodenimfalhemimetàbolserienhomòlegsalsobservatsdurantlaprepupaholometàbola.
Després, un cop iniciada la pupa, aquests es reprimeixen per acció d’E93, tal i com s’observa
durantladarrerafasenimfal,possibilitantladiferenciacióadulta.D’altrabandal’activaciódeBr,
quenecessitad’unpic de20Eenabsènciad’HJ,enels insectes hemimetàbolsesdónadurant






interessantcomprovarsiaquest factorestà involucraten lamorfogènesinimfaldurant l’etapa
embrionàriahemimetàbola.
Malgrat els darrers avenços en la comprensió de la regulació de la metamorfosi dels
insectes, encara resten per resoldre moltes preguntes. Per això, futurs estudis sobre el
mecanismed’acciód’E93,Krh1iBrenmodelshemimetàbols iholometàbolscomelsutilitzats




























2. Durant l’evolució de la classe Insecta, en algun moment posterior a la divergència
delshimenòptersianterioraladelscoleòpters,esvaperdreelparàlegSumo1.
3. BgSumo1 iBgSumo3s’expressendemaneraubiquaimésomenysconstantalllarg
del dos darrers estadis nimfals de B. germanica, i les proteïnes per les que
codifiqueneslocalitzenmajoritàriamentalnucliencèllulesS2deD.melanogaster.
4. La sumoilació és essencial per a la supervivència durant el desenvolupament
postembrionarideB.germanica,ielsdosparàlegsSumotenenunpaperredundant
enaquestafunció.
5. La sumoilació és imprescindible per al correcte desplegament de tegmines i ales
durantlamudaimaginaldeB.germanica.Aquestafuncióladuuatermeelparàleg
BgSumo1.
6. BgSumo1 també és imprescindible per a la metamorfosi de la panerola i per a la













11. El factor de transcripció E93 és l’especificador adult dels insectes hemimetàbols i
holometàbols.




13. L’HJ i BgKrh1 no són essencials per al manteniment dels caràcters nimfals en
absència de BgE93. Alhora, l’absència de l’HJ i BgKrh1 no és suficient per assolir
l’estadiadult.Totaixòimplicaqueabansdel’apariciódeBgE93,l’estatperdefecte
del’insecteéselnimfal.
14. BgE93téunadoble funciódurant lametamorfosi, jaques’encarregade l’activació
del programa genètic adult i de la repressió de BgKrh1 necessària per la correcta
diferenciacióadulta.
15. EnT. castaneum unaugment moderatdelsnivellsd’expressiódeTcE93 durantels
primersdiesdeladarrerafaselarvàriapermetl’inicidelafaseprepupalilaformació
de la pupa (llindar pupal). Un cop formada la pupa, nivells molt elevats de TcE93
permetenladiferenciacióadulta(llindaradult).
16. EnD.melanogaster ladiferenciacióadultaqueesdónadurant l’estadipupalde la
moscatambéestàcontroladaperDE93.
17. IgualqueenB.germanica,TcE93s’encarregadelarepressiódeTcBriTcKrh1durant
l’estadi pupal, imprescindible per a la correcta diferenciació adulta. En D.
melanogaster l’acció repressoradeDE93estàconservadanoméspera l’eliminació
deDBr.
18. LareinducciódeTcKrh1durantelperíodeprepupalimpedeixl’activacióprematura
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